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1.  WSTĘP 
 
1.1.  Charakterystyka niesporczaków (Tardigrada)  
Niesporczaki (Tardigrada) (zwane również wodnymi niedźwiadkami) są drobnymi 
bezkręgowcami (od 50 - 1200 µm długości). Po raz pierwszy zostały zaobserwowane przez 
pastora Johann’a Goeze’go w roku 1773, który opisał je jako „kleiner Wasserbär”, czyli małe 
wodne niedźwiadki. Spallanzani nazwał je „il tardigrado”, czyli „wolno kroczący”, skąd 
wzięła się ich nazwa „tardigrada” (Dewel i in. 1993). W roku 1838 francuski przyrodnik Felix 
Dujardin zaliczył niesporczaki do wrotków, a w 1889 Plate uznał, że są to prymitywne 
stawonogi (Kinchin 1994). Dopiero Ramazzotti w roku 1962 sklasyfikował niesporczaki jako 
odrębny typ w systematyce zwierząt bezkręgowych (Ramazzotti 1962). Pierwsze dowody na 
istnienie niesporczaków pochodzą z okresu środkowego Kambru (Paleozoik); okazy te 
uważane są za grupę macierzystą. Nieznacznie różniły się od „obecnych” Tardigrada liczbą 
odnóży (okazy środkowo-kambryjskie posiadały 3 pary odnóży podczas, gdy obecnie 
niesporczaki mają cztery pary) (Müller i in. 1995; Grimaldi i Engel 2005). Niesporczaki 
tworzą monofiletyczną grupę. Wraz z pazurnicami (Onychophora) oraz stawonogami 
(Arthropoda) należą do Panarthropoda, kladu Ecdysozoa (Aguinaldo i in. 1997; Nielsen 2001; 
Dunn i in. 2008; Mayer i Harzsch 2008; Telford 2008; Rota – Stabelli 2010; Nelson i in. 
2015). Ich pozycja w systematyce zwierząt do dziś wydaje się niejasna i budzi wątpliwości. Z 
niektórych analiz molekularnych wynika, że Tardigrada są blisko spokrewnione z Nematoda 
(Roeding i in. 2007; Meusemann i in. 2010; Campbell i in. 2011; Rehm i in. 2011; Mayer i in. 
2013; Borner i in. 2014). Analizy genetyczne 18S rRNA potwierdzają, że Tardigrada są 
siostrzaną grupą do Arthropoda i Onychophora (Garey i in. 1996; Nelson 2002; Garey i in. 
2008; Nelson i in. 2010; Campbell i in. 2011; Mayer i in. 2013; Dunn i in. 2014), jednak ich 
pozycja w systematyce zwierząt bezkręgowych wymaga jeszcze dalszych badań. 
Niesporczaki posiadają bowiem wiele cech wspólnych zarówno z Cykloneuralia (otwór 
gębowy z trójdzielną gardzielą) (Schmidt-Rhaesa i in. 1998; Nelson 2002), jak i posiadają 
charakterystyczne cechy Panarthropoda (Schmidt-Rhaesa 2001). Naukowcy uważają, że w 
okresie Kambru (bądź nieco wcześniej) doszło do rozejścia się trzech głównych grup, które 
zaliczane są do Panarthropoda (Onychophora, Tardigrada, Arthropoda), co znajduje 
potwierdzenie w olbrzymiej różnorodności morfologicznej tych grup (Ou i in. 2012; Mayer i 
in. 2013). Z neuroanatomicznych badań porównawczych pazurnic, stawonogów i 
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niesporczaków wynika, że Tardigrada stanowią grupę siostrzaną raczej do Arthropoda niż do 
Onychophora, jednakże badania molekularne sugerują pokrewieństwo między Tardigrada i 
Onychophora lub Nematoda. Pozycja Tardigrada w systematyce zwierząt pozostaje więc 
wciąż niejasna i wymaga dalszych badań (Rota-Stabelli i in. 2010; Rehm i in. 2011; Mayer i 
in. 2013).  
Niesporczaki to kosmopolityczne zwierzęta lądowe, słodkowodne i morskie 
(występują w gorących źródłach, na szczytach Himalajów, pod warstwami lodu i w osadach 
oceanicznych). Z danych literaturowych wynika, że można je spotkać nawet na wysokości 
6600m n.p.m. (Dewel i in. 1993; Kinchin 1994; Ząbczyk 1999; Nelson 2002; Nelson i in. 
2010, 2015; Glime 2017; Kaczmarek 2013). Wyróżnia się zarówno gatunki roślinożerne 
(żywiące się glonami) jak i drapieżne (polujące na nicienie, wrotki, pierwotniaki oraz inne 
niesporczaki) (Kinchin 1994; Garey i in. 2008; Glime 2017; Kaczmarek 2013). Znane są 
również gatunki ektopasożytnicze (np. Echiniscoides hoepneri) oraz komensale (Avdonina i 
in. 2007). Ponadto jeden gatunek (Tetrakentron synaptae) przystosował się do pasożytniczego 
trybu życia, a jego żywicielem jest strzykwa Leptosynapta inhaerens (Kinchin 1994). 
Tardigrada mają zdolność do zapadnia w stan życia utajonego na dwa sposoby: kryptobioza i 
encystacja (Kinchin 1994; Guidetti i in. 2006, 2011; Nelson i in. 2010; Wełnicz i in. 2011; 
Nelson i in. 2015). Ze względu na czynnik wywołujący kryptobiozę wyróżnia się następujące 
jej typy: anhydrobiozę (wywoływaną przez brak odpowiedniej ilości wody), anoksybiozę 
(wywoływaną przez zbyt małe stężenie tlenu), kriobiozę (wywoływaną przez niską 
temperatura) oraz osmobiozę (wywoływaną przez zmiany ciśnienia osmotycznego) (von 
Wenck 1914; Crowe 1975; Pennak 1978; Bertolani i in. 2004). W przypadku 
niewystarczającej ilości pokarmu lub zmian pH środowiska niesporczaki mają również 
zdolność do encystacji, dochodzi wówczas do przebudowy morfologicznej organizmu oraz do 
znacznego spadku procesów metabolicznych (Szymańska 1995). Zdolności do kryptobiozy 
pozwalają tym zwierzętom przetrwać w ekstremalnie niekorzystnych warunkach takich jak: 
ciśnienie (6000 atmosfer), próżnia, skrajne wysokie (+151ºC) i niskie (-272 ºC) temperatury, 
promieniowanie (znoszą 1000 razy większą dawkę promieniowania jonizującego niż inne 
zwierzęta), skrajnie kwaśne pH (aż do 2,8), odwodnienie, działanie toksyn, a nawet warunki 
panujące w przestrzeni kosmicznej (Franceschi 1948; Jönsson i Bertolani 2001; Jönsson i 
Guidetti 2001; Grimaldi i Engel 2005; Poprawa i Galus 2007; Jönsson i in. 2008; Wełnicz i 
in. 2011). Z uwagi na ich niezwykłe zdolności do przetrwania w skrajnie niekorzystnych 
warunkach środkowiska w 2007 roku zrealizowano projekt TARDIS, w którym to wysłano 
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niesporczaki w przestrzeń kosmiczną. W ten sposób wykazano, że te bezkręgowce są w stanie 
przetrwać działanie próżni kosmicznej, galaktycznego promieniowania kosmicznego oraz 
promieniowania słonecznego (UV-A i UV-B oraz UVALL) (Jönsson i in. 2008). 
W obrębie typu Tardigrada wyróżnia się trzy gromady: Heterotardigrada, Eutardigrada 
i Mesotardigrada, jednakże ostatnia gromada (Mesotardigrada) opiera się na opisie tylko 
jednego gatunku Thermozodium esakii. Niesporczak ten został opisany w 1937 roku przez 
Rahma. Jego występowanie jak dotąd nie zostało zweryfikowane. Materiał na podstawie 
którego opisano gatunek zaginął, a stanowisko z którego został opisany (gorące źródło w 
Japonii) uległo zniszczeniu na skutek trzesięnia ziemii (Greven 1984; Kinchin 1994; Nelson 
2002; Kaczmarek 2013). Dlatego badania nad niesporczakami skupiają się nad pozostałymi 
dwiema gromadami. Gromada Heterotardigrada obejmuje dwa rzędy: Arthrotardigrada i 
Echiniscoidea, gromada Eutardigrada również obejmuje dwa rzedy: Parachela i Apochela 
(Degma i in. 2009 – 2018) (Schemat 1). Arthrotardigrada to głównie gatunki morskie z 
wykształconymi wyrostkami na części głowowej. Zwykle posiadają szczecinę głowową 
medialną (cirrus medialis) i zawsze obecna jest szczecina A (cirrus A). Do rzędu 
Echiniscoidea należą w większości gatunki lądowe, wyróżnia się zarówno niesporczaki 
opancerzone jak i nagie; szczecinki głowowe są słabiej wykształcone niż u Arthrotardigrada, 
cirrus medialis zwykle nie występuje w odróżnieniu od cirrus A, który jest zawsze obecny. 
Niesporczaki należące do rzędu Parachela to głównie gatunki lądowe oraz słodkowodne, a 
także kilka gatunków wtórnie morskich. Wśród Apochela występują tylko gatunki lądowe. 
Parachela nie posiadają szczecinek głowowych, a ich ciało nie jest opancerzone (Kinchin 
1994; Nelson i in. 2010). 
Niesporczaki charakteryzuje prosta budowa anatomiczna. Ciało w kształcie 
cylindrycznym jest spłaszczone po brzusznej stronie. U niesporczaków wyróżnia się pięć 
segmentów ciała: słabo wyodrębiony segment głowowy, trzy segmenty tułowia z trzema 
parami odnóży (na każdym segmencie jedna para) oraz segment kaudalny z czwartą parą 
odnóży. Trzy pary odnóży ułożone są w pozycji boczno – brzusznej, natomiast ostatnia 
czwarta para skierowana jest ku tyłowi. Ścianę ciała tworzy pojedyncza warstwa komórek 
nabłonkowych, które od strony zewnętrznej tworzą kutykulę (Ramazzotti i Maucci 1983; 
Greven 1984; Dewel i in. 1993; Kinchin 1994; Nelson 2002; Nelson i in. 2015). Układ 
nerwowy niesporczaków swoją budową przypomina plan budowy systemu nerwowego 
pierściennic oraz stawonogów – wykazuje metamerię. W głowowej części ciała obecny jest 
zwój głowowy (mózg) położony grzbietowo, który oplata przełyk i przechodzi w brzuszny 
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łańcuszek nerwowy typu drabinkowego. W obrębie brzusznego łańcuszka nerwowego 
występują dwa pnie nerwowe, które łączą 4 zwoje. Zwoje unerwiają cztery pary 
nieczłonowanych odnóży, które mogą być zakończone pazurami lub też przylgami (Doyère 
1840; Thulin 1928; Marcus 1929; Greven 1980; Ramazzotti i Maucci 1983; Kinchin 1994; 
Wiederhöft i Greven 1996; Dewel i Dewel 1997; Dewel i in. 1993; Zantke i in. 2008; Persson 
i in. 2012; Mayer i in. 2013). Niesporczaki nie posiadają układu krążenia ani układu 
oddechowego - wymiana gazowa zachodzi na drodze dyfuzji przez całą powierzchnię ciała. 
Wymiana gazowa oraz dystrybucja składników odżywczych, a także odprowadzanie 
metabolitów odbywa się dzięki obecności płynu wypełniającego wolne przestrzenie jamy 
ciała (Hickman i in. 2014). Dodatkowo w płynie jamy ciała zawieszone są komórki – ciałka 
spirzchowe. Komórki te pływają swobodnie w płynie jamy ciała, pełnią funkcje obronne, 
odżywcze, a także magazynują materiały zapasowe (Węglarska 1975, 1979, 1987; Szymańska 
1994; Jönsson i Rebecchi 2002; Poprawa 2006; Reuner i in. 2010; Hyra i in. 2016b). 
Wydalanie zachodzić może na cztery sposoby: 1) dzięki aktywności ślinianek, które 
uczestniczą w linieniu aparatu bukalnego podczas zrzucania wylinki; 2) podczas linienia, gdy 
wydaliny są gromadzone w starej kutikuli i wraz z nią są usuwane w procesie linienia; 3) przy 
udziale komórek ściany jelita środkowego; 4) dzięki cewkom Malpighiego, które są typowym 
narządem wydalniczym obecnym w gromadzie Eutardigrada (Ramazzotti i Maucci 1983; 
Dewel i in. 1993; Kinchin 1994; Nelson i in. 2015). Przewód pokarmowy rozpoczyna się 
otworem gębowym i jest drożny. W układzie pokarmowym wyróżnia się trzy główne odcinki: 
jelito przednie, środkowe i tylne. U niektórych gatunków układ pokamowy w swojej 
końcowej części może się łączyć z drogami wyprowadzającymi układu rozrodczego jak ma to 
miejsce u Eutardigrada. Takie wspólne ujście układu pokarmowego i rozrodczego nosi nazwę 
kloaki. U Heterotardigrada sytuacja wygląda inaczej, oba układy są rozdzielone i moją osobne 
ujścia: odbyt dla układu pokarmowego i gonopor dla układu rozrodczego. Gonada jest 
strukturą nieparzystą (jajnik u samic, jądra u samców, czy też ganada hermafrodytyczna). 
Samce posiadają parzyste przewody wyprowadzające, z kolei u samic i gatunków 
hermafrodytycznych obecne są nieparzyste przewody wyprowadzające. U niektórych 
gatunków niesporczaków np. Macrobiotus hufelandi, Macrobiotus pallarii, Macrobiotus 
polonicus mogą występować zbiorniczki nasienne (Bertolani 1983; Ramazzotti i Maucci 
1983; Dewel i in. 1993; Kinchin 1994; Poprawa i Galus 2007; Nelson i in. 2015; Poprawa i 
in. 2015c). Gonada ma workowaty kształt i jest zlokalizowana w części grzbietowej ciała nad 
jelitem. W swojej przedniej części jest przytwierdzona do ściany ciała za pomocą wypustek 
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ściany jajnika zwanych filamentem terminalnym. U gatunków należących do gromady 
Eutardigrada filament terminalny zbudowany jest z dwóch ligamentów, natomiast u 
Heterotardigrada z pojedynczego ligamentu. W jajnikach gatunków gonochorycznych 
(rozdzielnopłciowych) oraz jajnikach gatunków partenogenetycznych wyróżnia się dwie 
strefy: mniejszą germarium i większą witelarium. Germarium zajmują niezróżnicowane 
komórki zwane oogoniami, z kolei w witelarium obecne są zespoły komórek płciowych 
powstałe na skutek niepełnych cytokinez. U gatunków hermafrodytycznych (obojnaczych) w 
gonadzie występują strefa męska z męskimi komórkami rozrodczymi i strefa żeńska z 
żeńskimi komórkami rozrodczymi (np. u Bertolanius weglarskae, Isohypsibius granulifer 
granulifer czy Macrobiotus joannae) (Węglarska 1979; Ramazzotti i Maucci 1983; Poprawa 
2005a; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015c, 2015d).  
Do niedawna niesporczaki nie miały większego praktycznego bądź ekonomicznego 
znaczenia. Jednak zrozumienie ich właściwości kryptobiotycznych (Wełnicz i in. 2011) 
pozwalających im na przetrwanie ekstremalnego odwodnienia, zamrażania, wystawienia na 
działanie próżni czy promieniowania jonizującego, dzięki stabilizacji kwasów nukleinowych 
oraz błon lipidowych, ma potencjalne zastosowanie w medycynie, farmakologii oraz w 
przemyśle spożywczym i farmaceutycznym (Schill i in. 2009). Wiedza na temat 
mechanizmów kryptobiotycznych doprowadziła już do wynalezienia tzw. suchych 
szczepionek (Roser 2006), które dzięki wydłużonemu czasowi działania oraz możliwości 
przechowywania w temperaturze pokojowej, znalazły zastosowanie w prewencji chorób w 
Trzecim Świecie. Niesporczaki są także bardzo obiecującym modelem w badaniach 
astrobiologicznych (Jönsson i in. 2008). Innymi słowy, lepsze poznanie biologii i budowy 
niesporczaków ma znaczenie nie tylko dla tardigradologów, zoologów czy biologów 
ewolucyjnych, ale także może zostać wykorzystane w innych, czasem bardzo odległych 
dziedzinach nauki.  
W obrębie typu Tardigrada obserwuje się różne sposoby rozmnażania. Wśród 
niesporczaków występują gatunki rozdzielnopłciowe (M. hufelandii, Hypsibius convergensus, 
Pseudobiotus megalonyx, M. polonicus), hermafrodytyczne (Isohypsibius baicalensis, M. 
joannae, I. g. granulifer, B. weglarskae,), a także partenogenetyczne (Milensium tardigradum, 
Dactylobiotus dispar, Dactylobiotus parthenogeneticus, Ramazzotius tribulosus, Hypsibius 
dujardini, Hypsibius exemplaris) (Marcus 1929; Baumann 1961, 1964; Ammermann 1967; 
Bertolani 1971a, 1971b, 1975, 1976, 1979, 1982; Bertolani i in. 1983; Bertolani i Manicardi 
1986; Węglarska 1987; Rebecchi i in. 2000; Poprawa 2005a, 2005b; Poprawa i in. 2015b, 
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2015c, 2015d). Co więcej w literaturze znaleźć można także doniesienia o gatunkach 
rozdzielnopłciowych, które wykazują także zdolność do partenogenezy jak np. 
Paramacrobiotus richtersi (Bertolani 1971a; Węglarska 1975) czy M. hufelandi (Bertolani 
1975, 1982). 
 
1.2. Oogeneza i jej typy 
 
Oogeneza – proces prowadzący do powstania żeńskich gamet charakteryzuje się 
ogromną różnorodnością. Dlatego też wielokrotnie próbowano dla uproszczenia 
sklasyfikować ten proces. U najprosztszych organizmów (np. gąbki, jamochłony, wirki oraz 
niektóre wstężnice) występuje oogeneza rozproszona (inaczej zwana dyfuzyjną), co oznacza, 
że gamety mogą być obecne w dowolnym miejscu organizmu i mogą powstać z różnych 
komórek (intestycjalnych, archeocytów) (Aizenshtadt 1988; Biliński 2005). U organizmów 
bardziej rozwiniętych w toku ewolucji doszło do wyodrębnienia narządów (gonad), w których 
zachodzi rozwój żeńskich komórek rozrodczych. Taki typ oogenezy nazywany jest oogenezą 
zlokalizowaną (inaczej gonadalną) (Biliński 2005; Ellis 2010). U organizmów, u którch 
zachodzi oogeneza zlokalizowana wyróżnia się dwa typy oogenezy: solitarną i alimentarną. 
Jeśli rozwój oocytu nie jest wspomagany przez jakiekolwiek komórki wówczas mówimy o 
oogenezie solitarnej (np. charakterystyczna dla niektórych stułbiopławów i krążkopławów). 
W oogenezie alimentarnej z kolei wokół dojrzewających oocytów obecny jest specjalny 
aparat troficzny – komórki dostarczające oocytowi niezbędne do wzrostu związki (Raven 
1961). W zależności od typu komórek budujących aparat troficzny wyróżnić można oogenezę 
folikularną i nutrymentalną. W oogenezie folikularnej komórki wspomagające rozwój oocytu 
są komórkami folikularnymi (pęcherzykowymi) pochodzącymi z linii somatycznej, natomiast 
w oogenezie nutrymentalnej oprócz komórek folikularnych obecne są także komórki 
pochodzące z linii płciowej tzw. trofocyty (siostrzane komórki oocytów). Biorąc pod uwagę 
losy komórek płciowych proces oogenezy można podzielić na dwa typy: panoistyczny i 
meroistyczny (de Pomerai 1990; Biliński 1998). W oogenezie panoistycznej każda komórka 
żeńska linii płciowej ma potencjał by stać się oocytem, natomiast w oogenezie meroistycznej 
dochodzi zawsze do powstawania zespołów komórek płciowych, w ich obrębie część 
komórek (a czasem tylko jedna komórka zespołu) rozwija się w oocyt podczas, gdy pozostałe 
komórki pełnią funkcje komórek odżywczych (tzw. trofocytów) wspomagających 
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dojrzewający oocyt (Telfer 1975; Gutzeit 1986; Eckelbarger i Larson 1992; Urbisz i in. 2010; 


















Rycina 1. Schemat przedstawiający typy oogenezy. 
 
 
1.3. Zespoły żeńskich komórek płciowych  
 
Tworzenie struktur zwanych zespołami komórek płciowych (zwanych również 
cystami, gronami, czy klonami) (Robinson i Cooley 1996; Świątek i in. 2009; Philips i in. 
2010; Świątek i in. 2014) w trakcie procesu oogenezy jest zjawiskiem obserwowanym 
zarówno wśród kręgowców (Kloc i in. 2004; Pepling 2006; Mazzoni i in. 2010; Lechowska i 
in. 2011) jak i bezkręgowców (de Cuevas i in. 1997; Kubrakiewicz 1999; Alexandrova i in. 
2005; Poprawa 2005a; Ganot i in. 2007a, 2007b; Ikuta i in. 2007; Świątek i in. 2009; Poprawa 
i in. 2015a, 2015b, 2015c; Urbisz i in. 2017). Poszczególne komórki budujące zespół 
komórkowy połączone są ze sobą mostkami cytoplazmatycznymi (mostkami 
międzykomórkowymi, kanałami cytoplazmatycznymi, pasmami cytoplazmatycznymi) 
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tworząc syncytium (Greenbaum i in. 2011; Haglund i in. 2011; Świątek i in. 2014). W 
zależności od położenia komórek względem siebie i rozmieszczenia mostków 
międzykomórkowych obserwuje się różne formy organizacji przestrzennej zespołów komórek 
płciowych. Wyróżnić można trzy podstawowe typy zespołów komórek płciowych: 
- liniowe zespoły komórek płciowych (Ryc. 1A.) (występują u niektórych owadów, 
wieloszczetów, niektórych skorupiaków) połączone komórki tworzą łańcuchy komórek, gdzie 
każda komórka (poza terminalnymi komórkami zespołu) posiada dwa mostki 
międzykomórkowe (Biliński 1993, 1994; Świątek i in. 2009);  
- zespoły komórek płciowych rozgałęzione np. w kształcie rozety (Ryc. 1B.) 
(wistępują u licznych stawonogów np. Drosophila melanogaster, a także płaza Xenopus 
laevis) – ich komórki posiadają różną liczbę mostków międzykomórkowych dzięki którym w 
zespołach tworzą się „rozgałęzienia” (Kubrakiewicz 1999; Pepling i in. 1999; Matova i 
Cooley 2001);  
- zespoły komórkowe z centralną masą cytoplazmy (Ryc. 1C.) (pierściennice 
siodełkowe, nicienie, płazińce); cechą charakterystyczną tego zespołu komórek płciowych jest 
obecność centralnie zlokalizowanej, pozbawionej jądra komórkowego masy cytoplazmy 
(zwanej odpowiednio cytoforem u pierściennic i rachis u nicieni), z którą komórki zespołu 
łączą się za pomocą jednego mostka cytoplazmatycznego (Fernández i in. 1992; Spałek-
Wołczyńska i in. 2008; Świątek 2008; Świątek i in. 2009, 2012; Gorgoń i in. 2015; Małota i 
in. 2018).  
          
                          Ryc. A                                  Ryc. B                                Ryc. C 
 
Rycina 2. Podstawowe typy zespołów komórek płciowych. A – typ liniowy, B – typ 
rozgałęziony, C – typ z centralną masą cytoplazmy. 
 
Podział ten jest bardzo ogólny, stąd znane są zespoły komórek płciowych, których 
budowa znacznie odbiega od budowy wymienionych wyżej typów zespołów. Przykładem 
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mogą być osłonice których zespoły komórek płciowych przyjmują formę syncytialnych 
coenocyst, czy też kolcogłowy z kulami jajnikowymi o charakterze syncytialnym (np. 
Crompton i Whitfield 1974; Ganot i in. 2007a, 2007b).  
Tworzenie cyst/gron komórek płciowych w trakcie procesu gametogenezy jest 
powszechne, co sugeruje, że ich powstawanie ma kluczową rolę w prawidłowym rozwoju 
gamet. Zaburzenia związane z formowaniem i funkcjonowaniem gron komórek płciowych 
może prowadzić do niepłodności (Pepling i in. 1999; Greenbaum i in. 2006, 2011). Należy 
jednak podkreslić, że zjawisko to jest częstsze w przypadku spermatogenezy (Roosen - Runge 
1962; Greenbaum i in. 2011) niż oogenezy.  
Tworzenie cyst komórek płciowych w trakcie spermatogenezy warunkuje 
synchronizację podziałów komórkowych (Guo i Zeng 2004), a także homogenizację 
cytoplazmy komórek (równomierne rozmieszczenie białek, RNA, organelli i substancji 
odżywczych w cytoplazmie wszystkich komórek grona) (Baluška i in. 2006) dzięki czemu, 
wszystkie plemniki mimo różnic genotypowych są identyczne fenotypowo (Guo i Zeng 
2004). 
Natomiast w gametogenezie żeńskiej sytuacja wygląda bardzo różnie. W niektórych 
przypadkach w ogóle nie dochodzi do formowania gron komórek płciowych jak ma to 
miejsce u niektórych owadów (Büning 1994; Tworzydło i in. 2014), bądź powstają one tylko 
czasowo (Greenbaum i in. 2011). Zdarza się też, że zespoły komórek płciowych powstają 
wcześnie w wyniku niekompletnych podziałów mitotycznych i połączenia komórkowe 
utrzymują się niemal do końca trwania procesu oogenezy (Poprawa i in. 2015b). Dzięki 
obecności mostków cytoplamatycznych łączących poszczególne komórki żeńskiego zespołu 
komórek płciowych dochodzi do polaryzacji cyst i zróżnicowania losów komórek płciowych, 
mianowicie jedna lub kilka komórek zespołu rozwija się w oocyt (oocyty), podczas gdy 
pozostałe komórki pełnią rolę trofocytów, czyli komórek odżywczych, których rolą jest 
wspomaganie rozwoju oocytu (oocytów) (Telfer 1975; Cooley i in. 1992; de Cuevas i in. 
1997; Kubrakiewicz 1999; Kubrakiewicz i in. 1998; Poprawa i in. 2015b, 2015c, 2015d). 
Mostki międzykomórkowe tworzą swoiste „kanały”, którymi transportowane są z trofocytów 
do oocytu organella komórkowe, białka, substancje sygnałowe i substancje odżywcze (Deng i 
Lin 1997; de Cuevas i in. 1997; Baluska i in. 2006; Kloc i in. 2008; Anan'ina i in. 2010). 
Zespoły komórkowe nie są strukturami stałymi, gdy utrzymanie łączności pomiędzy 
komórkami zespołu nie jest już potrzebne dochodzi do zamknięcia mostków 
międzykomórkowych i rozpadu zespołu na poszczególne komórki (Świątek i in. 2014). 
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 Pierwsze badania związane z budową jajnika niesporczaka oraz przebiegiem procesu 
oogenezy miały miejsce już w XIX wieku, jednak mimo to obecnie wciąż jest wiele luk w 
wiedzy dotyczących budowy i funkcjonowania tej struktury u niesporczaków. W ostatnich 
latach liczba publikacji dotyczących budowy jajnika oraz przebiegu oogenezy niesporczaków 
należących do gromady Parachela wzrosła, wciąż jednak brak hipotezy wyjaśniającej 
ewolucję jajnika niesporczaków. Takie dane byłyby bardzo pomocne w kontekście badań nad 
pozycją niesporczaków w obrębie kladu Ecdysozoa, szczególnie, że pozycja filogenetyczna 
niesporczaków w obrębie kladu wciąż jest kontrowersyjna. Dostarczenie danych 
morfologicznych związanych z budową jajnika, a także organizacji zespołów komórek 
płciowych, przebiegu oogenezy i owipozycji stanowić będzie dobre podstawy do analizy 
wzajemnych pokrewieństw w obrębie kladu Panarthropoda (co miało już miejsce u innych 
grup zwierząt jak np. Annelida (Bielecki i in. 2014).  
 Obecnie w literaturze znaleźć można kilka prac dotyczących gametogenezy u 
niesporczaków. Proces spermatogenezy został zaanlizowany dla gatunków Batillipes 
noerrevangi (Kristensen 1979), I. granulifer (Wolburg-Bucholz i Greven 1979), Xerobiotus 
pseudohufelandi (Rebecchi 1997). Dodatkowo znaleźć można także prace dotyczące samej 
struktury i ultrastruktury męskich komórek płciowych (Baccetti i in. 1971; Bertolani 1983; 
Baccetti 1987; Rebecchi i Guidi 1991; Guidi i Rebecchi 1996; Rebecchi i in. 2000). Prace 
dotyczące procesu oogenezy skupiają się w większości na strukturze kapsuły jajowej 
(Dastych 1973, 1975, 1980, 1988; Grigarick i in. 1973; Toftner i in. 1975; Węglarska 1975; 
Bertolni i Rebecchi 1993, 1996; Nelson i in. 1999).  
 Prace dotyczące zmian ultrastrukturalnych zachodzących w komórkach zespołów 
komórek płciowych w trakcie procesu oogenezy, dotyczą 7 gatunków niesporczaków, z czego 
wszystkie należą do gromady Eutardigrada; sześć z nich należy do tego samego rzędu 
Parachela (Węglarska 1979; 1982; 1987; Poprawa 2005a, 2005b; 2011; Poprawa i in. 2015b, 
2015c, 2015d) i jeden do rzędu Apochela (Suzuki 2006). Tylko dwie prace opisują 
przestrzenną organizację zespołu komórek płciowych (Suzuki 2006, Poprawa i in. 2015b).  
 W związku z odmienną przestrzenną organizacją zespołów komórek płciowcyh u 
gatunków należących do jednej gromady (M. tardigradum, D. parthenogeneticus) (Suzuki 
2006; Poprawa i in. 2015b), niezbędne wydają się dalsze badania skupiające się nie tylko na 
przebiegu samego procesu oogenezy i zmian ultrastrukturalnych zachodzących podczas 
oogenezy, ale także organizacji zespołu komórek płciowych, szczególnie u gatunku, który w 
2007 roku został uznany nowym gatunkiem modelowym (Gabriel i in. 2007).  
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2. CELE PRACY  
Głównym celem pracy doktorskiej był szczegółowy opis organizacji jajnika oraz zmian 
ultrastrukturalnych zachodzących na terenie jajnika w trakcie procesu oogenezy ze 
szczególnym uwzględnieniem organizacji zespołu komórek płciowych niesporczaka 
Hypsibius exemplaris (Gąsiorek, Stec, Morek & Michalczyk 2018) należącego do gromady 
Eutardigrada, rzędu Parachela, rodziny Hypsibiidae. 
 
Cele szczegółowe to: 
1. Opisanie budowy jajnika, tj. jego morfologii, ogólnej organizacji (wyróżnienie 
elementów składowych filamentu terminalnego, germarium i witelarium), typów komórek 
budujących gonadę (występowanie komórek płciowych i somatycznych).  
2. Analiza formowania się i organizacji zespołów komórek płciowych oraz wykazanie 
czy w jajniku istnieje potencjał mitotyczny komórek płciowych w czasie życia zwierzęcia. 
3. Analiza losów komórek płciowych w witelarium (badania nad oogenezą – przebieg 
procesów prewitelogenezy, witelogenezy i choriogenezy, wyjaśnienie losów komórek 
odżywczych, budowa kapsuły jajowej). 




3.1. Charakterystyka badanego organizmu 
Gatunek Hypsibius exemplaris został opisany na podstawie osobników zebranych z 
butwiejących liści stawu w Anglii (locus typicus: Wielka Brytania, Lancashire, Bolton, Darcy 
Lever; 53°33’32’’N; 2°23’48’’W; 75 m npm). Gatunek ten jest dostępny komerycjnie w 
firmie SCIENTO, która to pierwotnie gatunek H. exemplaris sprzedawała jako błędnie 
oznaczony gatunek Hypsibius dujardini. Osobniki pozyskane z firmy SCIENTO 
wykorzystywane były w wielu badaniach, których efektem są liczne publikacje (Gabriel i in. 
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2007; Gabriel i Goldstein 2007; Boothby i in. 2015; Beltrán-Pardo i in. 2013; Tenlen i in. 
2013; Smith i Jockusch 2014; Gross i Mayer 2015; Arakawa i in. 2016; Bemm i in. 2016; 
Hyra i in. 2016a, 2016b; Fernandez i in. 2016; Hering i in. 2016; Kosztyła i in. 2016; Stec i 
in. 2016; Erdmann i in. 2017; Gross i in. 2017; Levin i in. 2016; Smith i in. 2017, Yoshida i 
in. 2017; Gross i in. 2018). Dopiero w 2018 roku została przeprowadzona weryfikacja 
taksonomiczna materiału rozprowadzanego przez firmę SCIENTO, a gatunek został 
oznaczony jako H. exmeplaris (Gąsiorek i in. 2018). W 2007 roku H. exemplaris (pod nazwą 
H. dujardini) został uznany za nowy organizm modelowy dla Ecdysozoa, obok Drosophila 
melanogaster i Caenorhabditis elegans. Charakteryzują go łatwość utrzymywania w 
warunkach laboratoryjnych przez dziesiątki lat, a także możliwość kriokonserwacji 
osobników. Dodatkowo cechami przemawiającymi za H. exemplaris jako za gatunkiem 
modelowym są jego wielkość genomu (w wersji haploidalnej został oszacowany na ok. 75 
MB), częstotliwość rozmnażania, oraz „optyczna przejrzystość”, która umożliwia obserwację 
struktur wewnętrznych i fizjologię w mikroskopie świetlnym (Gabriel. i in. 2007) (Film 1; 
Film 2). Ciało osobników ma barwę biaława, a na odcinku głowowym obecne są oczy. 
Powierzchnia kutikuli pokrywająca H. exemplaris jest gładka (Gabriel. i in. 2007; Gąsiorek i 
in. 2018). Gatunek ten ma ciało kształtu walcowatego spłaszczone po brzusznej stronie z 
czterema parami odnóży (Fot. 3A, B, C). Otwór gębowy otoczony jest cienkim pierścieniem 
okołobukalnym (Fot. 4A). Odnóża są zakończone pazurami charakterystycznymi dla typu 
Hypsibus (Fot. 4B). 
 
3.2. Hodowla 
Materiał do badań pozyskano komercyjnie z firmy SCIENTO (Mancheaster, UK). 
Hodowlę prowadzono w Katedrze Histologii i Embriologii Zwierząt (Uniwersytet Śląski w 
Katowicach) oraz Zakładzie Entomologii Instytutu Zoologii i Badań Biomedycznych 
(Uniwersytet Jagielloński, Kraków). Osobniki hodowano na 24 - dołkowych płytkach. Dno 
dołków pokryto cienką warstwą 1,5% agaru (160µl agaru na dołek) (w celu umożliwienia 
niesporczakom swobodnego ruchu), następnie wypełniano je medium hodowlanym (wodą 
destylowaną oraz wodą źródlaną Żywiec Zdrój w stosunku 1:1). Pokarm stanowiły glony 
Chlorococcum sp. i Chlorella sp. (pozyskane komercyjnie z firmy SCIENTO). Hodowlę 
prowadzono w stabilnych warunkach, w inkubatorze, w temperaturze 16ºC. Optymalna dla 
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badanego gatunku temperatura hodowli została dobrana na podstawie danych 
eksperymentalnych uzyskanych przez zespół dr hab. Łukasza Michalczyka z Zakładu 
Entomologii Instytutu Zoologii i Badań Biomedycznych UJ (informacja ustna). W każdym 
dołku umieszczano po jednym osobniku i następnie obserwowano zmiany zachodzące w 
jajniku. Aby mieć pewność co do czasu trwania procesu oogenezy, po umieszczeniu 
osobników w dołku odczekano do pierwszego złożenia jaj w hodowli i brano pod uwagę 
kolejny cykl, gdzie cały proces oogenezy odbył się w hodowli. Każdego osobnika 
kontrolowano dwa razy dziennie rano i wieczorem. Obserwacje prowadzono przy użyciu 
mikroskopu stereoskopowego OLYMPUS SZ 40.  
Dodatkowo prowadzono także hodowlę w plastikowych szalkach Petriego o 
zmatowionym papierem ściernym dnie, wypełnionych medium hodowlanym oraz pokarmem 




4.1.  Mikroskopia świetlna i transmisyjna mikoskopia elektronowa (TEM) 
 
W celu lepszej penetracji płynów utrwalających osobniki nakłuwano igłą wolframową 
w okolicy głowy oraz odnóży, a następnie utrwalano w 2,5% glutaraldehydzie sporządzonym 
na 0,1M buforze fosforanowym (pH=7,4) w temperaturze 4ºC przez 24 godziny. Po 
wypłukaniu w buforze fosforanowym, dodatkowo utrwalano przez 2 godziny w 2% roztworze 
czterotlenku osmu (OsO4) w 0,1M buforze fosforanowym w temperaturze pokojowej. 
Utrwalone próbki przepłukiwano kilkukrotnie buforem fosforanowym, następnie odwadniano 
w szeregu alkoholu etylowego (30%, 50%, 70%, 90%, 96%, każdy po 15 minut oraz 
dodatkowo 100% czterokrotnie po 15 minut), mieszaninie alkoholu absolutnego z acetonem 
(1:1) (15 minut) oraz acetonie (dwukrotnie po 15 minut). Następnie przepajano w mieszaninie 
acetonu z żywicą epoksydową (w stosunku objętościowym 1:1) w zamkniętych eppendorfach, 
po upływie 2 godzin eppendorfy otwierano i zostawiano w temperaturze pokojowej pod 
dygestorium do następnego dnia. Materiał zatapiano w żywicy epoksydowej (Epoxy 
Embedding Medium Kit; Sigma). Żywica, w której zatopiony był materiał polimeryzowała w 
temperaturze 65ºC przez 3 doby. Materiał krojono na skrawki półcienkie (około 800 nm) przy 
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użyciu noży szklanych oraz noża diamentowego na ultramikrotomie LKB ULTRATOME 4. 
Tak otrzymane skrawki barwiono 1% błękitem metylenowym w 1% boraksie (Dykstra 1992). 
Materiał analizowano i fotografowano w mikroskopie świetlnym OLYMPUS BX60 przy 
użyciu kamery CX50, dokumentację gromadzono przy użyciu programu CellSense.  
Skrawki ultracienkie (50 nm) uzyskiwano przy pomocy ultramikrotomu Leica UTC. 
Następnie skrawki przenoszono na siatki miedziane mesh 50 pokryte błoną formvarową (patrz 
niżej), kontrastowano octanem uranylu (7 minut) i cytrynianem ołowiu (7 minut) (Reynolds 
1963). Analizę oraz zdjęcia wykonano przy pomocy transmisyjnego mikroskopu 
elektronowego Hitachi H500 przy napięciu 75 kV. Dokumentację fotograficzną wykonano na 
błonach negatywowych czarno-białych Carestream Electron Microscope Film 4489, które 
następnie skanowano i obrabiano cyfrowo w Programie GIMP (program darmowy) oraz 
Photoshop CC (Adobe). Przy użyciu tej metody przeanalizowano 60 osobników. 
 
4.1.1. Pokrywanie siatek formvarem 
 
Szkiełka super frost moczono w wodzie z dodatkiem szarego mydła, a następnie 
wyprażano 20 min. w temperaturze 80ºC. Tak przygotowane szkiełka pokrywano cienką 
warstwą 0,5% roztworu formvaru w chloroformie przy użyciu specjalnego oprzyrządowania 
(Fot. 1A, B). W górnej części znajduje się zbiorniczek do którego naciąga się roztwór 
formwaru i w którym umieszcza się wyprażone wcześniej szkiełko podstawowe (Fot. 1B). 
Następnie dzięki specjalnej gumowej gruszce równomiernie spuszcza się roztwór formwaru, 
który pokrywa szkiełko podstawowe z obu stron. Po wyschnięciu szkiełek, kolejno zanurzano 
je w wodzie destylowaniej i ściągano z nich błonę formvarową na powierzchnię wody. Na 
błonie układano czyste, odtłuszczone siatki miedziane mesh 50 (Fot. 1C). Tak przygotowane 
siatki zbierano z powierzchni wody przy pomocy parafilmu i przechowywano w szczelnie 
zamkniętych szalkach Petriego.  
 
4.1.2. Czerwień rutenu – lokalizacja polisacharydów i mukopolisacharydów 
przy użyciu mikroskopu elektronowego 
 
W celu zlokalizowania polisacharydów oraz mukopolisacharydów w jajniku 
niesporczaka H. exemplaris, osobniki nakłuwano igłą wolframową, a następnie utrwalano w 
2,5% glutaraldehydzie sporządzonym na 0,2M buforze kakodylowym w temperaturze 4 ºC 
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przez 24 godziny. Materiał przepłukano w 0,2M buforze kakodylowym (trzykrotnie po 10 
minut). Następnie materiał inkubowano w mieszaninie zawierającej 2% roztwór czterotlenku 
osmu w 0,2M buforze kakodylowym (pH 7,2) z 0.075% roztworem czerwieni rutenu w 0,2M 
buforze kakodylowym (pH 7,2) (w stosunku objętościowym 1:1). Materiał przeprowadzono 
przez szereg alkoholowy (alkohol etylowy, kolejno 30%, 50%, 70%, 80%, 90% i 96% – 
każdy po 15 minut oraz dodatkowo 100% czterokrotnie po 15 minut), w celu odwodnienia 
tkanek. Następnie materiał traktowano mieszaniną acetonu z alkoholem etylowym 100% (w 
stosunku objętościowym 1:1; 15 minut) oraz czystym acetonem (dwukrotnie po 15 minut). 
Tak utrwalone niesporczaki przepajano w mieszaninie żywicy eopksydowej i acetonu (w 
stosunku objętościowym 1:1), a następnie w żywicy epoksydowej (Epoxy Embedding 
Medium Kit; Sigma). Żywica, w której zatopiony był materiał polimeryzowała w 
temperaturze 65ºC minimum 3 doby. Materiał zatopiony w bloczki krojono na skrawki 
ultracienkie (50 nm) przy pomocy ultramikrotomu LKB ULTRATOME 4. Następnie skrawki 
przenoszono na siatki miedziane mesh 50 pokryte formvarem i kontrastowano jak do analizy 
z wykorzystaniem standardowej transmisyjnej mikroskopii elektronowej (patrz wyżej). 
Analizę oraz dokumentację fotograficzną wykonano przy pomocy transmisyjnego 
mikroskopu elektronowego Hitachi H500 przy napięciu 75 kV. Przy użyciu tej metody 
przeanalizowano 10 osobników. 
 
Wynik barwienia: struktury zawierające polisacharydy oraz mukopolisacharydy mają 
dużą gęstość elektronową (ciemne).  
4.2. Histochemia  
Do badań histochemicznych wykorzystano materiał utrwalony jak do mikroskopii 
świetlnej i elektronowej (patrz wyżej). Zatopiony w żywicy materiał krojono na skrawki 
półcienkie (około 800 nm) przy użyciu noża diamentowego na ultramikrotomie LKB 






4.2.1. Wykrywanie cukrów (metoda PAS) 
Skrawki epoksydowe półcienkie przepłukano 70% alkoholem etylowym i inkubowano 
w 2% roztworze kwasu nadjodowego (w celu usunięcia osmu z tkanki) (10 minut, 
temperatura pokojowa). Następnie materiał ponownie przepłukano 70% alkoholem i poddano 
działaniu mieszaniny redukcyjnej (1g jodku potasu, 1g tiosiarczanu sodu, 30 ml 95% etanolu, 
20 ml wody destylowanej oraz 0,5 ml 2N HCl) (1 minuta, temperatura pokojowa). Po 
ponownym przepłukaniu w 70% alkoholu, skrawki barwiono odczynnikiem Schiff’a (24 
godziny, temperatura 37ºC). Po zakończeniu barwienia skrawki przepłukano w wodzie 
bieżącej. Preparaty zamknięto w medium zamykającym DPX (Fluka). Materiał analizowano i 
fotografowano przy użyciu mikroskopu świetlnego OLYMPUS BX60, z wykorzystaniem 
kamery cyfrowej OLYMPUS X650, oraz oprogramowania komputerowego cellSens 
Standard. Przy użyciu tej metody przeanalizowano 20 osobników. 
 
Wynik barwienia: obojętne polisacharydy wybarwiają się na kolor malinowo – 
czerwony. 
 
4.2.2. Wykrywanie białek (matoda Bonhag’a)  
Epoksydowe skrawki półcienkie inkubowano w 2% kwasie nadjodowym (10 min., 
temperatura pokojowa), płukano w bieżącej wodzie i barwiono błękitem rtęciowo-
bromofenolowym (BPB) (24 godziny, temperatura 37°C). Następnie skrawki płukano w 
wodzie bieżącej do momentu pojawienia się niebieskiego zabarwienia. Uzyskane preparaty 
suszono i zamknięto w medium DPX (Fluka). Materiał analizowano i fotografowano przy 
użyciu mikroskopu świetlnego OLYMPUS BX60, kamery cyfrowej OLYMPUS X650 i 
oprogramowania komputerowego cellSens Standard. Przy użyciu tej metody przeanalizowano 
20 osobników. 





4.2.3. Wykrywanie lipidów 
Epoksydowe skrawki półcienkie barwiono 0,3% roztworem Sudanu Czarnego B (20 
min, temperatura pokojowa.). Zabarwione skrawki przepłukano w 50% alkoholu, a następnie 
w wodzie destylowanej. Uzyskane preparaty suszono i tuż przed fotografowaniem zamknięto 
w medium DPX (Fluka). Dokumentację fotograficzną wykonano przy użyciu mikroskopu 
świetlnego OLYMPUS BX60, kamery cyfrowej OLYMPUS X650, oraz oprogramowania 
komputerowego cellSens Standard. Przy użyciu tej metody przeanalizowano 20 osobników. 
Wynik barwienia: lipidy wybarwiają się na kolor szary, ciemnobrunatny lub 
czarny. 
 
4.3. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) 
 
 Osobniki przeznaczone do analizy w skaningowym mikroskopie elektronowym 
przeprowadzano przez szereg alkoholu etylowego (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60 %, 70%, 
80%, 90%, 100%; każdy po 2 min.), a następnie przez szereg acetonowy sporządzony na 
alkoholu etylowym absolutnym (25%, 50%, 75%, 100%; każdy po 2 min.). Odwodniony 
materiał umieszczano w specjalnie przygotowanym pojemniku (Fot. 2A, B, C). Pojemnik 
został zrobiony z części eppendorfa oraz siatki limnologicznej. Materiał umieszczony we 
wspomnianym pojemniku suszono w punkcie krytycznym Pelco CPD2, następnie naklejano 
na stoliki mikroskopowe i napylano złotem w napylarce Pelco SC-6. Tak przygotowany 
materiał analizowano przy użyciu skaningowego mikroskopu elektronowego Hitachi UHR 
FE-SEM SU 8010 (Uniwersytet Śląski w Katowicach). Przy użyciu tej metody 
przeanalizowano 15 osobników. 
 
4.4. Skaningowa mikroskopia elektronowa: metoda seryjnego skanowania 
powierzchni bloczka (SBEM) 
  Osobniki przeznaczone do analizy utrwalano w mieszaninie 2,5% 
glutaraldehydu z 2% formaldehydem z dodatkiem 2mM chlorek wapnia (II) Ca . Roztwór 
utrwalający sporządzono na 0,15M buforze kakodylowym (pH 7,4). Materiał utrwalano w 
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temperaturze 35ºC (5 min.), a następnie w 4ºC (2h). Płukano zimnym buforem kakodylowym 
(0,15M) z dodatkiem 2mM chlorku wapnia (II) (5 razy po 3 minuty). Materiał 
prekontrastowano na lodzie w 3% żelazicyjanku potasu (w 0,5M buforze kakodylowym) 
zmieszanym z 4% wodnym roztworem czterotlenku osmu w stosunku objętościowym 1:1 (1h, 
4ºC). Następnie płukano wodą destylowaną (5 razy po 3 minuty w temperaturze pokojowej). 
Materiał inkubowano we wcześniej przefiltrowanym 1% roztworze thiokarbohydrazyny (20 
min, temperatura pokojowa). Po przepłukaniu materiału wodą destylowaną (5 razy po 3 
minuty) kontrastowano 2% wodnym roztworem czterotlenku osmu (30 minut), oraz 
inkubowano w 1% wodnym roztworze octanu uranylu (cała noc, 4ºC). Następnego dnia po 
trzykrotnym przepłukaniu materiału wodą destylowaną niesporczaki inkubowano w 
roztworze Walton’a (pH 5,5) zawierającym: 0,066g azotanu ołowiu rozpuszczonego w 10ml 
0,4% kwasu aspartanowego; inkubację prowadzono w cieplarce (30 minut, 60ºC). Tak 
przygotowany materiał przepłukano wodą destylowaną (5 razy po 3 minuty). Pomiędzy 
kolejnymi kontrastowaniami i inkubacjami materiał płukano wodą destylowaną (5 x 3 
minuty) następnie odwadniano w szeregu alkoholu etylowego (30%, 50%, 70%, 90%, 96%, 
100%, każdy po 15 minut), w mieszaninie alkoholu etylowego 100% i acetonu (1:1, 15 
minut), płukano w acetonie (2 razy po 15 minut), przepajano i zatapiano w żywicy 
epoksydowej (w taki sam sposób jak do transmisyjnej mikoskopii elektronowej). 
Przygotowany materiał zatopiony w bloczki krojono na seryjne skrawki grubości 100 nm przy 
użyciu ultramikrotomu sprzężonego z mikroskopem skaningowym Gatan 3View (Instytut 
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Pracownia Obrazowania Struktury i 
Funkcji Tkankowych, Warszawa). Przed skrojeniem kolejnego skrawka powierzchnię bloczka 
skanowano. W ten sposób uzyskane seryjne obrazy powierzchni bloczka po każdorazowym 
skrojeniu nożem diamentowym zbierano w rozdzielczości 2048/2048px (Fot. 5A). Uzyskane 
mikrofotografie powierzchni bloczka opracowano przy pomocy programu Fiji (ImageJ, 
program darmowy) w celu uzyskania animacji złożonej z obrazów kolejnych skrawków. 
Rekonstrukcje 3D wykonano w programie Imaris (Bitplane), w którym ręcznie 






 4.5. Immunohistochemia 
 
4.5.1. Detekcja kropli lipidowych odczynnikiem BODIPY 483/503 
 
  Osobniki utrwalano w 4% paraformaldehydzie (15 minut, temperatura pokojowa), a 
następnie płukano w buforze TBS (3 razy po 15 minut). Tak utrwalony materiał barwiono 
odczynnikiem BODIPY 483/503 (Molecular Probes) (20 µg/ml) (30 minut, temperatura 
pokojowa, w ciemności). Następnie materiał płukano w buforze TBS (3 razy po 10 minut). Na 
koniec materiał barwiono odczynnikiem Hoechst 33342 (Molecular Probes) w TBS (1:1000) 
(20 minut, temperatura pokojowa, w ciemności) i płukano w buforze TBS (3 razy po 10 
minut). Osobniki przeniesiono na szkiełko podstawowe i zamknięto w medium Vectashield 
(Vector Laboratories). Analizę materiału i dokumentację fotograficzną wykonano przy użyciu 
mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV 1000. Przy użyciu tej metody 
przeanalizowano 50 osobników. 
 
 Wynik reakcji: krople lipidowe fluorescencja zielona, DNA jąder 
komórkowych fluorescencja niebieska. 
 
 4.5.2. Metoda TUNEL - detekcja DNA komórek apoptotycznych 
 
Osobniki w całości utrwalano w 4% paraformaldehydzi (15 minut, temperatura 
pokojowa), następnie płukano w buforze TBS (3 razy po 15 minut, temperatura pokojowa), w 
0,1% roztworze Triton X-100 w TBS (5 minut, temperatura pokojowa), w 0,1% roztworem 
Triton X-100 w 0,1% buforze cytrynianowym (2 minuty, temperatura 4°C) i na koniec 
materiał płukano w roztworze TBS (dwukrotnie po 5 minut, temperatura pokojowa). Tak 
przygotowane osobniki inkubowano w mieszaninie reakcyjnej TUNEL (In Situ Cell Death 
Detection Kit, Roche) (1 godzina, 37ºC, w ciemności). Po zakończeniu ikubacji materiał 
płukano w roztworze TBS (dwa razy po 5 minut). Dodatkowo niesporczaki barwiono 
odczynnikiem Hoechsta 33342 (1 μg/ml) w TBS (10 minut, temperatura pokojowa, w 
ciemności). Osobniki przeniesiono na szkiełko podstawowe, zamknięto w medium 
Vectashield (Vector Laboratories). Analizę materiału i dokumentację fotograficzną wykonano 
przy użyciu mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV 1000. Przy użyciu tej metody 




Wynik reakcji: pocięte fragmenty DNA w jądrach apoptotycznych czerwona 
fluorescencja, DNA jąder komórkowych niebieska fluorescencja. 
 
4.5.3. Falloidyna sprzężona z rodaminą - lokalizacja szkieletu aktynowego 
 Osobniki w całości płukano w buforze TBS (3 razy po 5 minut), następnie barwiono 
roztworem falloidyny znakowanej rodaminą (2 μg/ml) (40 minut, temperatura pokojowa, w 
ciemności). Przepłukano roztworem TBS oraz barwiono odczynnikiem Hoechsta 33342 (1 
μg/ml) w TBS (10 minut, temperatura pokojowa, w ciemności). Osobniki przeniesiono na 
szkiełko podstawowe i zamknięto w medium Vectashield (Vector Laboratories). Analizę 
materiału i dokumentację fotograficzną wykonano z wykorzystaniem mikroskopu 
konfokalnego Olympus FluoView FV 1000. Przy użyciu tej metody przeanalizowano 40 
osobników. 
 
 Wynik reakcji: F-aktyna czerwona fluorescencja, DNA jąder komórkowych 
niebieska fluorescencja. 
 
4.5.4. Falloidyna Oregon Green - detekcja aktyny 
 Osobniki w całości utrwalano w 4% paraformaldechydzie (15 minut), następnie 
płukano w 0,1% roztworze azydku sodu w buforze TBS (cała noc, 4°C). Następnego dnia 
osobniki płukano w buforze TBS z Tritonem X-100 (0,1% roztwór) (15 minut). Tak 
przygotowany materiał barwiono falloidyną sprzężoną z barwnikiem fluorescencyjnym 
Oregon Green (Molecular Probes) (1:40 w buforze TBS z azydkiem sodu) (24 godziny, 
temperatura pokojowa, w ciemności). Po inkubacji materiał przepłukano w TBS (2 razy po 10 
minut). Następnie materiał barwiono odczynnikiem DAPI w TBS, (1:1000) (20 minut, 
temperatura pokojowa, w ciemności). Na koniec materiał płukano w buforze TBS (3 razy po 
5 minut). Osobniki przeniesiono na szkiełko podstawowe i zamknięto w medium Vectashield 
(Vector Laboratories). Analizę materiału i dokumentację fotograficzną wykonano z 
wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Olympus FluoView FV 1000. Przy użyciu tej 




Wynik reakcji: F-aktyna zielona fluorescencja, DNA jąder komórkowych niebieska 
fluorescencja. 
 
4.5.5. Przeciwciało skierowane przeciwko ufosforylowanej postaci histonu H3 – 
marker mitozy 
 Osobniki w całości płukano w buforze TBS (3 razy po 5 minut), następnie 0,1% 
roztworem Tritonu X-100 w TBS (5 minut), po czym ponownie płukano w buforze TBS (5 
minut). Materiał traktowano 1% roztworem BSA w TBS (30 minut, temperatura pokojowa). 
Następnie inkubowano z przeciwciałem I-rzędowym (Anti-phospho-Histone H3 (Ser10), 
Mitosis Marker, Millipore) rozcieńczonym w stosunku objętościowym 1:100 (10 μg/ml) w 
1% roztworze BSA w TBS (całą noc, temperatura 4ºC). Następnego dnia materiał płukano 
buforem TBS (3 razy po 5 minut) po czym inkubowano z przeciwciałem II-rzędowym 
sprzężonym z fluorochromem (goat anti-rabbit IgG Alexa-Fluor 488, Invitrogen), 
rozcieńczonym w 1% roztworze BSA w TBS w stosunku objętościowym 1:200 (1 godzina, 
temperatura pokojowa, w ciemności). Po zakończeniu inkubacji niesporczaki płukano 
buforem TBS (3 razy po 5 minut) i barwiono odczynnikiem Hoechsta 33342 (1 μg/ml) w TBS 
(10 minut, temperatura pokojowa, w ciemności). Osobniki przeniesiono na szkiełko 
podstawowe i zamknięto w medium Vectashield (Vector Laboratories). Analizę materiału i 
dokumentację fotograficzną wykonano przy użyciu mikroskopu konfokalnego Olympus 
FluoView FV 1000. Przy użyciu tej metody przeanalizowano 30 osobników. 
 
Wynik reakcji: ufosforylowana postać histonu H3 fluorescencja zielona, DNA jąder 













Materiał do badań stanowiły dorosłe osobniki Hypsibius exemplaris zakupione 
komercyjnie i hodowane w warunkach laboratoryjnych.  
 
5.1 . Cykl życiowy H. exemplaris w hodowli w temperaturze 16ºC 
 
 Osobniki H. exemplaris w hodowli to samice rozmnażąjące się partenogenetycznie. 
Pełen cykl oogenezy w hodowli, w temperaturze 16ºC trwał 4 doby. 
  W pierwszym dniu oogenezy osobniki aktywnie poszukiwały pokarmu (glonów) w 
dołku hodowlanym. Ich ciało było transparentne, w jamie ciała widoczne były ciałka 
spichrzowe poruszające się swobodnie w płynie jamy ciała z każdym ruchem niesporczaka. 
Światło jelita wyglądało na puste, a gonada była właściwie niemożliwa do zlokalizowania 
(analizując osobniki przy użyciu mikroskopu stereoskopowego) (Fot. 6A).  
 W drugim dniu oogenezy osobniki w dalszym ciągu pozostawały aktywne. Światło 
jelita wypełnione było pokarmem w postaci glonów, które prześwitywały przez powłoki ciała 
(zielony kolor). Ciałka spichrzowe wyraźniej odcinały się od wnętrza jamy ciała. Nie 
obserwowano zauważalnych zmian w miejscu lokalizacji gonady (Fot. 6B). 
 W trzecim dniu oogenezy osobniki wciąż pozostawały aktywne. Światło jelita było 
wypełnione glonami, a ciałka spichrzowe były łatwe do zaobserwowania. W obrębie jajnika 
obserwowano wyraźnie widoczne drobne kule – dojrzewające oocyty. Oocyty posiadały 
widoczne przejaśnienia będące prawdopodobnie jądrami komórkowymi (Fot. 6C). 
 W pierwszej połowie czwartego dnia osobniki charakteryzowała mniejsza 
ruchliwość. Światło jelita wypełnione glonami ulegało znacznemu zwężeniu z powodu 
jajnika, który zajmował znaczną część jamy ciała. W części grzbietowej obserwawano kule 
znacznej wielkości (oocyty) z wyraźnymi przejaśnieniami (prawdopodobnie jądra 
komórkowe). Ciałka spichrzowe poruszały się trudniej w jamie ciała i nie były tak wyraźnie 
widoczne jak w drugim i trzecim dniu oogenezy. Oocyty sukcesywnie powiększały swą 
objętość i z czasem jajnik zajmował coraz większą część jamy ciała (Fot. 6D). Obserwowano 
charakterystyczne zachowanie osobników H. exemplaris, które rozpoczynały poszukiwanie 
odpowiedniego miejsca do złożenia jaj. Niesporczaki najczęściej wędrowały pomiędzy 
ściankę plastikowego dołka, a warstwę agaru. Zdarzało się także, że wciskały się w drobne 
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szpary powstałe w agarze w trakcie hodowli (uszkodzenia od igły preparacyjnej lub pipety). Z 
czasem samice całkowicie przestawały się poruszać. Ostatnim etapem przed rozpoczęciem 
owipozycji było linienie, które obejmowało nie tylko kutikulę powierzchni ciała, ale także 
jelito tylne i przednie wraz z aparatem bukalnym (u części osobników udało się 
zaobserwować brak aparatu bukalnego – stadium simplex). Stara kutikula oddzielała się od 
ciała niesporczaka, a osobnik pozostawał w jej wnętrzu – jakby w kokonie (Fot. 7A). Dopiero 
wtedy wewnątrz wylinki dochodziło do procesu owipozycji. Po złożeniu wszystkich jaj 
samica pozostawała w wylince około 1 - 2 godziny, po czym opuszczała wylinkę z jajami w 
poszukiwaniu pokarmu (Fot. 7B). Pierwsza wylinka H. exemplaris była związana tylko ze 
wzrostem osobnika i nie wiązała się z procesem owipozycji. W trakcie pierwszej owizpozycji 
niesporczak składał zwykle 1 - 2 jaja. Wraz z kolejnymi wylinkami liczba skaładanych jaj 
rosła. Maksymalna zaobserwowana liczba jaj w wylince H. exemplaris w trakcie prowadzonej 
hodowli wynosiła 10. Następnie liczba ta zmniejszała się wraz z wiekiem zwierzęcia.  
 Zmieniająca się liczba jaj w wylince wynikała nie tylko z wieku niesporczaka, ale także 
z jego kondycji fizycznej; przy braku odpowiedniej ilości pokarmu lub niedostatecznym 
natlenieniu hodowli liczba jaj w wylinkach malała.  
 
 5.2. Budowa żeńskiej gonady  
 
 Żeński układ rozrodczy partenogenetycznego niesporczaka H. exemplaris to 
nieparzysta gonada przechodząca w nieparzysty przewód wyprowadzający otwierający się do 
kloaki. Gonadę żeńską u analizowanego gatunku stanowi pojedynczy, workowaty jajnik 
zlokalizowany po grzbietowej części ciała nad jelitem (Fot. 8A, B, 9A, 10A). Jego szczytowa 
część przytwierdzona jest do ściany ciała za pomocą struktury zwanej filamentem 
terminalnym (Fot. 10A). Filament terminalny u badanego gatunku tworzą wypustki komórek 
ściany jajnika. U badanego gatunku filament terminalny występuje w postaci dwóch nici 
przytwierdzonych do ściany ciała nad przednią częścią jelita środkowego (Fot. 9A, B). Dwie 
komórki w szczytowej części jajnika wytwarzają po jednej wypustce (Fot. 9A, B, 10A). 
Wypustki te mają postać pasm cytoplazmy otoczonych przez blaszkę podstawną (Fot. 9B). W 
tylnej części jajnik otwiera się do pojedynczego jajowodu. Gonopor jajowodu uchodzi do 
jelita w jego grzbietowej części (Fot. 10A, 11A). H. exemplaris posiada więc wspólne ujście 
układu pokarmowego i rozrodczego zwane kloaką. Otwór kloaki znajduje się po brzusznej 
stronie ciała, między trzecią i czwartą parą odnóży (Fot. 12A). Wraz z zaawansowaniem 
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procesu oogenezy wzrasta wielkość komórek wypełniających jajnik, w wyniku czego 
dochodzi do rozciągania ścian jajnika na skutek powiększającej się objętości gonady (Fot. 6A, 
B, C, D). Komórkom linii płciowej u analizowanego gatunku nie towarzyszą komórki 
pochodzenia somatycznego (nie stwierdzono obecności komórek folikularnych, które w 
formie nabłonka otaczałyby oocyty lub całe zespóły komórek linii płciowej). W jajniku 
obecne są tylko komórki linii płciowej wśród których wyróżnić można oocyty – przyszłe 
komórki jajowe, oraz wspomagające ich rozwój komórki odżywcze zwane trofocytami. W 
związku z taką organizacją gonady należy ją określić jako jajnik typu alimentarnego. Biorąc 
pod uwagę terminologię przyjętą dla bezkręgowców jajnik niesporczaka H. exemplaris jest 
jajnikiem meroistycznym. 
 
5.2.1. Ściana jajnika 
 
 Ścianę jajnika tworzy pojedyncza warstwa spłaszczonych komórek somatycznych 
wspartych na blaszce podstawnej (nabłonek jednowarstwowy). Komórki te swą częścią 
apikalną skierowane są do wnętrza gonady, podczas gdy ich część bazalna zlokalizowana jest 
po stronie zewnętrznej jajnika. Jądro komórkowe komórek ściany jajnika jest spłaszczone i 
zajmuje centralną część komórki. W cytoplazmie tych komórek obserwowano takie organella 
komórkowe jak: mitochondria, rybosomy, cysterny szorstkiej siateczki śródplazmatycznej 
(Fot. 13A, B). Ponadto w komórkach ściany jajnika H. exemplaris zaobserwowano 
występowanie dobrze rozwiniętego cytoszkieletu w postaci filamentów aktynowych (Fot. 
13B, C). Komórki ściany jajnika tworzą wypustki, które penetrują pomiędzy żeńskie komórki 
płciowe, tworzą sieć, ale nie tworzą zwartej otoczki wokół komórek (Fot. 14A). W trakcie 
procesu oogenezy, gdy jajnik znacznie zwiększa swoją objętość, komórki ściany jajnika 
ulegają stopniowemu rozciąganiu i spłaszczaniu. Pod koniec procesu oogenezy, tuż przed 
rozpoczęciem owipozycji, gdy oocyty osiągają maksymalną wielkość, komórki ściany jajnika 
miejscami widoczne są jako cienkie pasma cytoplazmy (Fot. 14B). 
 
5.2.2. Organizacja gonady 
 
 W obrębie partenogenetycznego jajnika H. exemplaris można wyróżnić dwie strefy: 






 Germarium zajmuje szczytową część gonady żeńskiej (Fot. 15A, 16A, B, 17A, B, C, 
Film 3). Na jego terenie obserwowano niezróżnicowane komórki – oogonia. Komórki 
germarium mają kulisty kształt. W centralnej części każdej komórki zlokalizowane jest duże, 
owalne jądro komórkowe, którego otoczka tworzy niewielkie uwypuklenia skierowane do 
cytoplazmy (Fot. 18A). W części centralnej jądra komórkowego występuje duże jąderko o 
gąbczastej, heterogennej strukturze. Jąderko otoczone jest pojedynczymi skupiskami 
heterochromatyny. Cytoplazma oogoniów ma średnią gęstość elektronową, nie zawiera 
materiałów zapasowych. Na jej terenie obserwowano głównie mitochondria, liczne rybosomy 





 Drugą większą cześć żeńskiej gonady zajmuje witelarium (Fot. 15A, 16A, B, 17A, 
B, C). Część tą wypełniają komórki połączone ze sobą stabilnymi mostkami 
międzykomórkowymi tworzące struktury zwane zespołami komórek płciowych (cystami, 
gronami). Mostki są wynikiem podziałów komórkowych, w których nie doszło do 
zakończenia cytokinezy. Połączenia pomiędzy poszczególnymi komórkami grona (zespołu) 
komórek płciowych pozostają stabilne niemal do końca procesu oogenezy. Analiza jajnika 
niesporczaka H. exemplaris wskazuje na to, że oogeneza jest procesem ciągłym, a kolejne 
procesy oogenezy zaczynają się jeszcze zanim zakończy się poprzedni proces oogenezy. W 
witelarium jajnika obserwowano w tym samym czasie zarówno oocyty na etapie 
choriogenezy jak i młody żeński zespół komórek płciowych na początkowych etapach 
witelogenezy. Komórki młodego zespołu posiadały duże jądra komórkowe z ekscentrycznie 
zlokalizowanym jąderkiem. Niektóre jąderka posiadały wakuolę jąderkową. Na terenie 
cytoplazmy obserwowano nieliczne mitochondria, rybosomy oraz pierwsze kule materiałów 
zapasowych o dużej gęstości elektronowej (Fot. 19A, B). Zastosowane barwienia 
histochmiczne wykazały, że materiał gromadzony w cytoplazmie komórek młodego zespołu 
komórek płciowych to lipidy (Fot. 19C), polisacharydy (Fot. 19D) oraz białka (Fot. 19E). 





5.3. Zmiany ultrastrukturalne zachodzące na terenie jajnika w trakcie procesu 
oogenezy 
 
  Na terenie germarium komórki (oogonia) przechodzą podziały mitotyczne (Fot. 20A, 
B) dzięki czemu możliwe jest utrzymanie stałej puli tych komórek. W wyniku niepełnych 
cytokinez komórki pozostają ze sobą połączone mostkami międzykomórkowymi tworząc 
grona/ zespoły. Komórki te rozpoczynają podział mejotyczny. Na terenie jąder komórkowych 
komórek w zespołach obserwowano równolegle ułożone, linijne, elektronowo gęste struktury 
– kompleksy synaptonemalne (Fot. 20C). Podział mejotyczny ostatecznie prowadzi do 
wytworzenia oocytu II rzędu – komórki, która jako jedyna ukończy podział mejotyczny i 
przekształci się w komórkę jajową. Mimo, że kilka komórek w zespole rozpoczyna podział 
mejotyczny, tylko jedna go ukończy. Uformowane młode zespoły komórek płciowych 
schodzą do witelarium, gdzie przechodzą szereg zmian ultrastrukturalnych w procesie 
oogenezy. Ze względu na charakterystyczne zmiany zachodzące w komórkach żeńskiego 
zespołu komórek płciowych w trakcie procesu oogenezy u badanego gatunku, wyróżniono 
następujące etapy tego procesu: prewitelogenezę, witelogenezę wczesną, środkową oraz 




 Komórki zespołu komórek płciowych na etapie prewitelogenezy połączone są ze sobą 
stabilnymi mostkami międzykomórkowymi (Fot. 21A). Ściana mostka wzmocniona jest przez 
dwie okładziny: elektronowo gęstą okładzinę zewnętrzną i okładzinę wewnętrzną o średniej 
gęstości elektronowej (Fot. 22A, B). Komórki w zespole mogą posiadać różną liczbę 
mostków komórkowych od jednego do kilku co umożliwia tworzenie odgałęzień dzięki 
czemu powstaje zespół rozgałęziony (Fot. 21A). Komórki młodego zespołu komórek 
płciowych posiadają nieregularny kształt. Wszystkie komórki jednego zespołu mają taki sam 
kształt i wielkość oraz przechodzą podobne zmiany. W centrum komórki znajduje się duże 
jądro komórkowe zajmujące znaczną część cytoplazmy komórki. Jądro kształtem dopasowuje 
się do kształtu komórki. W jądrze komórkowym obserwowano pojedyncze jąderka 
zlokalizowane ekscentrycznie otoczone skupiskami heterochromatyny. Jąderka są dość duże, 
mają kulisty kształt i gąbczastą, heterogenną strukturę (Fot. 21A). Wnętrze jąderka ma 
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mniejszą gęstość elektronową niż jego zewnętrzna część. W niektórych komórkach zespołu 
komórek płciowych na terenie jądra obserwowano obecność kompleksów synaptonemalnych 
widocznych jako równolegle ułożone względem siebie elektronowo-gęste pasma. W jądrach 
komórkowych będących w trakcie podziałów mejotycznych nie obserwowano obecności 
jąderek. Na terenie cytoplazmy komórek stwierdzono występowanie rybosomów oraz takich 
organelli jak mitochondria i krótkie cysterny siateczki śródplazmatycznej. Na terenie 
cytoplazmy stabilnych mostków międzykomórkowych obserwowano na tym etapie tylko 
rybosomy i polirybosomy (Fot. 22A, B). 
 Etap prewitelogenezy u analizowanego gatunku H. exemplaris trwa bardzo krótko, jest 
dość trudny do uchwycenia w trakcie analiz z wykorzystaniem transmisyjnego mikroskopu 
elektronowego. Jego analizę znacznie ułatwiła znajomość czasu trwania procesu oogenezy u 
badanego gatunku w warunkach hodowli. Witelarium z komórkami w trakcie 
prewitelogenezy obserwowano u osobników tuż po opuszczeniu przez nie wylinki po 





   
 Na etapie wczesnej witelogenezy wszystkie komórki zespołu komórkowego mają ten 
sam kształt i wielkość oraz przechodzą podobne zmiany. Komórki zespołu połączone są ze 
sobą stabilnymi mostkami międzykomórkowymi (Fot. 23A). Ściany mostków 
międzykomórkowych wzmocnione są przez dwie okładziny, podobnie jak miało to miejsce na 
etapie prewitelogenezy. Okładzina zewnętrzna jest elektronowo gęsta, podczas gdy okładzina 
wewnętrzna ma mniejszą gęstość elektronową (Fot. 23B). Komórki zespołu mają 
nieregularny kształt. Na tak wczesnym etapie oogenezy niemożliwe jest określenie na 
podstawie cech morfologicznych, która z komórek zespołu będzie oocytem. W części 
centralnej każdej komórki obserwowano duże jądro komórkowe. Jądro komórkowe jest 
owalne, miejscami tworzy palczaste wypustki do cytoplazmy. Jądra komórkowe zawierają 
duże, kuliste jąderka o heterogennej, gąbczastej strukturze. Wnętrze jąderka ma mniejszą 
gęstość elektronową niż jego część zewnętrzna. Jąderko otoczone jest przez skupienia 
heterochromatyny. Na terenie cytoplazmy komórek obserwowano rybosomy, mitochondria 
posiadające wyraźne grzebienie oraz elektronowo jasną macierz, cysterny szorstkiej siateczki 
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śródplazmatycznej (Fot. 23A, B). Ponadto obserwowano występowanie niewielkich kul 
materiału zapasowego (żółtka) o dużej gęstości elektronowej (Fot. 23A, B). Na tym etapie 
oogenezy na terenie mostków cytoplazmatycznych obserwowano materiały zapasowe, 
rybosomy oraz mitochondria, co świadczy o ich transporcie z komórki do komórki (Fot. 23B). 
Wraz z zaawansowaniem procesu oogenezy komórki zespołu komórek płciowych 
powiększają swoją objętość. Połączenia międzykomórkowe pozostają stabilne. Mostki nadal 
posiadają dwie okładziny. Na terenie ich cytoplazmy obserwowano występowanie licznych 
organelli (Fot. 24A). Ilość cytoplazmy w komórkach wzrasta. Komórki gromadzą znaczną 
ilość grzebieniastych mitochondriów oraz kule materiałów zapasowych o dużej i średniej 
gęstości elektronowej (Fot. 24B). 
 Na etapie środkowej witelogenezy komórki zespołu wciąż pozostają połączone ze 
sobą stabilnymi mostkami cytoplazmatycznymi. Mostek w dalszym ciągu posiada dwie 
okładziny: elektronowo gęstą okładzinę zewnętrzną i okładzinę wewnętrzną o mniejszej 
gęstości elektronowej. Na terenie cytoplazmy mostków międzykomórkowych obserwuje się 
liczne organella komórkowe oraz kule materiałów zapasowych (Fot. 25A). Na etapie 
środkowej witelogenezy komórki w zespole zaczynają się różnicować. Jedna komórka 
zespołu zaczyna intensywnie rosnąć i gromadzić więcej cytoplazmy, rybosomów, organelli 
komórkowych oraz kul materiałów zapasowych. Ta komórka jest oocytem. Pozostałe 
komórki zespołu nie zwiększają swojej objętości i różnicują się w trofocyty (Fot. 26A).  
 Późna witelogeneza u H. exemplaris zbiega się w czasie z rozpoczęciem procesu 





 Od etapu środkowej witelogenezy oocyt różni się morfologicznie od pozostałych 
komórek tworzących zespół. Jest znacznie większy i intensywnie zwiększa swoją objętość do 
końca trwania procesu witellogenezy. W centralnej części cytoplazmy oocytu zlokalizowane 
jest duże kuliste jądro komórkowe. Jądro posiada jedno duże jąderko o gąbczastej, 
heterogennej strukturze. Wnętrze jąderka ma mniejszą gęstość elektronową niż jego część 
zewnętrzna. W jąderku obserwuje się występowanie pojedynczej, dość dużej wakuoli 
jąderkowej. Wokół jąderka obecne są małe skupiska heterochromatyny (Fot. 27A). 
Cytoplazma oocytu jest bogata w rybosomy, organella komórkowe oraz kule żółtka. 
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Szczególnie liczne są grzebieniaste mitochondria o jasnej macierzy. Ponadto w cytoplazmie 
korowej oocytu pojawiają się nieliczne struktury nie obserwowane na wcześniejszych etapach 
oogenezy – małe pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie komórkowej (Fot. 26A). Oocyt 
intensywnie gromadzi żółtko. W cytoplazmie występują kule o różnych gęstościach 
elektronowych: mniejsze o dużej gęstości elektronowej, większe o średniej gęstości 
elektronowej oraz heterogenne o nieregularnym kształcie (Fot. 26A). Od etapu środkowej 
witelogenezy obserwowano także mitochondria ulegające transformacji – organella ulegają 
rozdęciu, stają się bardziej kuliste. Co więcej obserwowano zanik grzebieni oraz gromadzenie 
się w macierzy włóknistego materiału (Fot. 26A). Przeprowadzone reakcje histochemiczne 
wykazały, że materiały magazynowane w oocytach to lipidy (Fot. 28A), polisacharydy (Fot. 
28B) oraz białka (Fot. 28C). 
 
 
  5.3.2.2. Trofocyty 
 
 Trofocyty na etapie środkowej witelogenezy różnią się od oocytów wielkością oraz 
ilością materiałów zapasowych gromadzonych w cytoplazmie. Komórki odżywcze mają 
mniejsze rozmiary, zawierają mniej cytoplazmy oraz magazynują mniej organelli 
komórkowych i mniej materiałów zapasowych (Fot. 26A). Jądra komórkowe trofocytów 
zajmują centralną część komórki. Kuliste jądro posiada jedno duże, kuliste jąderko. Wokół 
jąderka obecne są liczne elektronowo gęste skupiska heterochromatyny, liczniejsze niż te 
obserwowane w jądrach komórkowych oocytów. W jąderkach trofocytów obserwowano 
wakuole jąderkowe (Fot. 27B). Na terenie cytoplazmy obecne są grzebieniaste mitochondria 
oraz rybosomy. Cytoplazma trofocytów jest zdecydowanie uboższa w mitochondria w 
stosunku do cytoplazmy oocytów. Materiał zapasowy jest zróżnicowany, występują małe kule 
o dużej gęstości elektronowej oraz większe o średniej gęstości eletronowej. Ponadto w 
cytoplazmie pojawiają się pojedyncze, małe pęcherzykowate struktury o elektronowo gęstej 
błonie (Fot. 26A). Przeprowadzone reakcje histochemiczne wykazały, że materiały 
magazynowane na terenie cytoplazmy trofocytów to lipidy (Fot. 28A), polisacharydy (Fot. 
28B) oraz białka (Fot. 28C). Ze względu na wzrastającą objętość cytoplazmy oocytów, 





5.3.2. Późna witelogeneza/ Choriogeneza 
 
 Na etapie późnej witelogenezy u niesporczaka H. exemplaris rozpoczyna się proces 






 Na etapie późnej witelogenezy oocyty obecne w jajniku są łatwe do 
zidentyfikowania przy użyciu mikroskopu stereoskopowego czy mikroskopu świetlnego. Na 
terenie grzbietowej części ciała, nad jelitem widoczne są kuliste struktury o jaśniejszym 
środku. Są to wzrastające oocyty z widocznymi jądrami komórkowymi (Fot. 30A). Oocyty 
wyraźnie różnią się od pozostałych komórek zespołu (od komórek odżywczych) (Fot. 30B). 
Jądro komórkowe oocytu jest owalne zlokalizowane w centralnej części komórki, zawiera 
jedno jąderko. Jąderko ma strukturę gąbczastą, niejednorodną, posiada przejaśnienia. Wokół 
jąder komórkowych obserwowano cysterny szorstkiej siateczki śródplazmatycznej (Fot. 31A). 
Na tym etapie oogenezy oocyty są znacznie większe od trofocytów. W ich cytoplazmie 
obecne są liczne kule żółtka różniące się od siebie wielkością i gęstością elektronową. 
Występują duże, kuliste struktury o średniej gęstości elektronowej. Posiadają one 
niejednorodną strukturę – obszary o mniejszej gęstości elektronowej. Dodatkowo w 
cytoplazmie obserwowano mniejsze struktury, niejednorodne o większej gęstości 
elektronowej z widocznymi przejaśnieniami oraz małe kule o średniej gęstości elektronowej 
(Fot. 30B, 31A, 32A, B). Oocyt nadal pozostaje połączony z trofocytem dzięki stabilnym 
mostkom międzykomórkowym. Mostki podobnie jak na wcześniejszych etapach posiadają 
dwie okładziny: zewnętrzną elektronowo gęstą przylegającą do oolemmy i wewnętrzną o 
mniejszej gęstości elektronowej (Fot. 32A). Na terenie cytoplazmy mostków 
międzykomórkowych obserwuje się występowanie rybosomów, organelli komórkowych oraz 
kul żółtka (Fot. 32A). W cytoplazmie oocytów obserwowano pęcherzykowate struktury o 
elektronowo gęstej błonie. Struktury te pojawiły się na etapie środkowej witelogenezy, na 
etapie późnej witelogenezy pęcherzyki są większe i jest ich znacznie więcej. Ich powstawanie 
obejmuje formowanie pęcherzykowatych zagłębień błony komórkowej oocytu. W miejscach 
tych błona komórkowa oocytu charakteryzowała się większą gęstością elektronową (Fot. 
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33A). Struktury te sugerują endocytozę materiałów żółtkowych do wnętrza oocytu. Analiza 
ultrastruktury w mikroskopie elektronowym wykazała, że te pęcherzykowate struktury na 
terenie cytoplazmy oocytu wypełnione są kłaczkowatym materiałem o średniej gęstości 
elektronowej. Obserwowano fuzję tych struktur (Fot. 33B). 
Na etapie choriogenezy w cytoplazmie oocytu obserwowano struktury o podwójnej, 
elektronowo gęstej błonie komórkowej wypełnione elektronowo jasnym materiałem (Fot. 
34A, B).  
 Na późniejszych etapach choriogenezy obserwowano struktury przypominające 
ziarna korowe, układające się jedną warstwą tuż pod oolemmą (Fot. 34A). Barwienie 
czerwienią rutenu wykazało, że struktury te zawierają polisacharydy i mukopolisacharydy 
(Fot. 34A). 
 Na etapie choriogenezy oocyty zajmują znaczną część jamy ciała. Świało jelita 
środkowego jest puste, a samo jelito jest uciskane przez gonadę (Fot. 35A). Barwienia 
histochemiczne wykazały, że na tym etapie oogenezy na terenie oocytów obecne są lipidy 
(Fot. 35B), cukry (Fot. 35C) w tym polisacharydy i mukopolisacharydy (Fot. 35A, 36A) oraz 
białka (Fot. 35D).  
 Na etapie późnej witelogenezy u analizowanego gatunku rozpoczyna się proces 
choriogenezy. Wokół oolemmy oocytów gromadzą się granule o średniej gęstości 
elektronowej zawierające prekursory chorionu. Na początku choriogenezy granule nie łączą 
się ze sobą (Fot. 30B, 32A, B, 37A). W późniejszym czasie, materiał na chorion zlewa się w 
większe kuliste strukrury, które są deponowane na powierzchni oolemmy. Powstają 
fragmenty chorionu o średniej gęstości elektronowej (Fot. 37B). Następnie fragmenty 
chorionu zlewają się i tworzą ciągłą warstwę na powierzchni oocytu (Fot. 37C).  
 W obrębie chorionu ostatecznie wyodrębniają się trzy warstwy: zewnętrzna i 
wewnętrzna warstwa chorionu o średniej gęstości elektronowej, oraz zlokalizowana pomiędzy 
nimi tzw. warstwa labiryntowa (Fot. 37D). Jako ostatnia formowana jest osłona żółtkowa. 
Powstaje ona po wykształceniu chorionu. Pomiędzy oolemmą, a chorionem tworzy się 
przestrzeń, w której deponowny jest kłaczkowaty materiał wydzielany w procesie egzocytozy 
przez oocyt. Materiał następnie ulega fuzji i tworzy elektronowo gęstą, ciągłą warstwę pod 
chorionem – osłonę żółtkową (Fot. 37E). W pełni wykształcona kapsuła jajowa składa się z 
trójwarstwowego chorionu o średniej gęstości elektronowej oraz elektronowo-gęstej osłony 
żółtkowej. Najgrubszą warstwą kapsuły jajowej jest warstwa wewnętrzna chorionu 
(endochorion), warstwa labiryntowa jest cieńsza od warstwy wewnętrznej chorionu, jednak 
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grubsza od warstwy zewnętrznej chorionu (egzochorionu), która jest najcieńsza. Warstwa 
zewnętrzna chorionu i osłona żółtkowa są podobnej grubości (Fot. 37E, 38A). Jaja H. 
exemplaris należą do jaj o gładkim chorionie. Nie posiadają żadnych wyrostków ani innych 
struktur charakterystycznych dla gatunków składających jaja o chorionie urzeźbionym (Fot. 
38B). Jednakże obserwacja kapsuły jajowej w skaningowym mikroskopie elektronowym 
wykazała, że powierzchnia zewnętrzna chorionu H. exemplaris posiada delikatne 
pofałdowania (Fot. 39A). Na powierzchni jaj nie zaobserwowano żadnych 
charakterystycznych struktur takich jak np. mikropyle, hydropyle, aeropyle, wieczko, czy 
linia wylęgu. U analizowanego gatunku owipozycja jest ściśle połączona z linieniem (Fot. 
39B). W trakcie składania jaj stara kutikula oddziela się od wytworzonej przez komórki 
nabłonkowe ściany ciała, nowej warstwy kutikuli (Fot. 40A). Na etapie późnej choriogenezy, 
gdy kapsuła jajowa jest całkowicie wykształcona, w mikroskopii elektronowej obserwowano 
dwie warstwy kutikuli pokrywające ciało zwierzęcia – starą grubszą, zlokalizowaną na 
zewnątrz ciała i nową cieńszą, leżącą tuż pod starą kutikulą (Fot. 41A).  
 Materiał na chorion u H. exemplaris powstaje przy udziale samego oocytu oraz 
komórek ściany jajnika. W trakcie choriogenezy, zaobserwowano wydzielanie przez oocyt na 
drodze egzocytozy prekursorów chorionu w postaci kłaczkowatego materiału (Fot. 42A, B, 
C). W cytoplazmie komórek ściany jajnika stwierdzono obecność cystern siateczki 
śródplazmatycznej (Fot. 43A), a także pęcherzyki zawierające kłaczkowaty materiał, który 
jest uwalniany na drodze egzocytozy do światła jajnika (Fot. 43B). Kłaczkowaty materiał o 
średniej gęstości elektronowej gromadzi się w sąsiedztwie błony apikalnej komórek ściany 
jajnika oraz w pobliżu błony oocytów (Fot. 44A, B). 
 Dojrzałe oocyty osiągają znaczne rozmiary i zajmują większą część jajnika. 
Dodatkowo jajnik wypełniony znacznych rozmiarów oocytami uciska jelito środkowe w 
wyniku czego dochodzi do zamknięcia jego światła (Fot. 17A, B, C, Film 3, Film 4). 
Barwienia histochemiczne osobników będących tuż przed owipozycją, wykazują, że w skład 
żółtka wchodzą polisacharydy (Fot. 45A), białka (Fot. 45B) oraz lipidy (Fot. 45C, Fot. 46A), 
podobnie jak na wcześniejszych etapach oogenezy. Wskazuje to, że w trakcie oogenezy 
wzrasta ilość żółtka, ale nie dochodzi do widocznych zmian w stosunku białek, 
polisacharydów i lipidów. Samica do końca owipozycji pozostaje w wylince, w której składa 







  Na etapie choriogenezy trofocyty wyraźnie różnią się od oocytów. Są od nich 
znacznie mniejsze i zawierają mniej materiałów zapasowych na terenie cytoplazmy w wyniku 
czego nie są one tak wyraźnie widoczne w mikroskopie świetlnym jak oocyty (Fot. 30A). 
Komórki mają kształt kulisty w części centralnej zlokalizowane jest jądro komórkowe (Fot. 
30B). Jądro komórkowe jest okrągłe, zawiera jedno, duże, centralnie położone jąderko. 
Jąderko ma niejednorodną, gąbczastą strukturę, otoczone jest skupiskami heterochromatyny 
(Fot. 31B). Cytoplazma trofocytów zawiera rybosomy, liczne mitochondria z wyraźnymi 
grzebieniami, kule materiałów zapasowych, a także pęcherzykowate struktury o pojedynczej, 
elektronowo gęstej błonie wypełnione elektronowo jasnym materiałem (Fot. 31B). Materiał 
zapasowy jest zróżnicowany. Występują duże kule o średniej gęstości elektronowej, ale 
mniejsze niż te w cytoplazmie oocytów, mniejsze kule o dużej gęstości elektronowej, 
niejednorodne, z przejaśnieniami. Dodatkowo obecne są małe kule o średniej gęstości 
elektronowej (Fot. 30B, 31B). Trofocyty pozostają połączone stabilnymi mostakami 
międzykomórkowymi zarówno z oocytem (Fot. 32A) jak i z innymi trofocytami zespołu (Fot. 
32B). Na terenie mostków cytoplazmatycznych obserwowano rybosomy, organella 
komórkowe oraz materiały zapasowe (Fot. 32A, B). Barwienia histochemiczne wykazały, że 
materiały zapasowe magazynowane na terenie trofocytów to lipidy (Fot. 35B), polisacharydy 
(Fot. 35C) oraz białka (Fot. 35D). Zastosowanie czerwieni rutenu wykazało, że 
mukopolisacharydy i polisacharydy są także obecne w cytoplazmie trofocytów (Fot. 36B). 
Ostatecznie w wyniku wzrastającej objętości oocytów trofocyty zostają zepchnięte pomiędzy 
oocyty tworząc charakterystyczne zgrupowania (Fot. 29A, 39B, Film 4). Tuż przed procesem 
owipozycji dochodzi do zamknięcia mostków pomiędzy oocytem, a trofocytami i śmierci 
komórkowej komórek odżywczych na drodze apoptozy co potwierdzono wykonując reakcję 
TUNEL (Fot. 47A).  
 
 
5.4. Analiza zmiany ultrastruktury ciałek spichrzowych w trakcie 
oogenezy 
 
Wolne przestrzenie jamy ciała niesporczaka wypełnione są płynem w którym swobodnie 
pływają ciałka spichrzowe (Film 1, Film 2, Fot. 8AB; Fot. 37B). U badanego gatunku H. 
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exemplaris zaobserwowano zmiany w ultrastrukturze ciałek spichrzowych skorelowane ze 
zmianami zachodzącymi na terenie jajnika. Na etapie prewitelogenezy w centralnej części 
komórki zlokalizowane jest kuliste jądro komórkowe. Jądro komórkowe posiada pojedyncze 
jąderko otoczone skupiskami heterochromatyny. Ciałka spichrzowe magazynują pojedyncze 
kule elektronowo-gęstego materiału. Cytoplazma ciałek spichrzowych na tym etapie 
oogenezy jest uboga w organella komórkowe, obserwowano głównie rybosomy i 
mitochondria z wyraźnymi grzebieniami (Fot. 48A). Wraz z rozpoczęciem magazynowania 
materiałów zapasowych w komórkach linii płciowej znajdujących się w witelarium (czyli na 
etapie wczesnej witelogenezy) obserwowano zmiany ultrastruktury ciałek spichrzowych. 
Komórki te zaczynają intensywnie akumulować materiały zapasowe. W ich cytoplazmie 
obserwowano heterogenne kule materiałów zapasowych posiadające część korową o większej 
gęstości elektronowej i jaśniejszą część rdzenną. W cytoplazmie obecne są także 
mitochondria, rybosomy oraz cysterny szorstkiej siateczki śródplazmatycznej (Fot. 48B). 
Wraz z postępem procesu oogenezy (środkowa witelogeneza) obserwowano postępujące 
zmiany ultrastruktury ciałek spichrzowych. Centralną część cytoplazmy ciałek spichrzowych 
zajmuje jądro komórkowe. Jądro komórkowe posiada duże kuliste jąderko o heterogennej 
strukturze otoczone skupiskami heterochromatyny. W cytoplazmie ciałek spichrzowych 
wyraźnie wzrasta ilość szorstkiej siateczki śródplazmatycznej i rybosomów. Ponadto 
zaobserwowano także wzrost liczby kul materiałów zapasowych o różnej gęstości 
elektronowej. Największe heterogenne kule mają elektronowo gęstszą korę i elektronowo 
jaśniejszy rdzeń. Ponadto obserwowano kule o mniejszej gęstości elektronowej i małe kule o 
średniej gęstości elektronowej (Fot. 49A). Materiał zapasowy w cytoplazmie ciałek 
spichrzowych jest intensywnie magazynowany do etapu choriogenezy, czyli do późnej 
witelogenezy. Wówczas obserwowano największą liczbę kul materiałów zapasowych w 
cytoplazmie ciałek spichrzowych. Na tym etapie w centralnej części cytoplazmy ciałek 
spichrzowych znajduje się jądro komórkowe. Jądro komórkowe posiada duże kuliste jąderko 
o heterogennej strukturze otoczone skupiskami heterochromatyny. Co więcej obserwowano 
także wakuole jąderkowe w jąderku. Na terenie cytoplazmy występuje wyraźny wzrost liczby 
kul materiałów zapasowych o różnych gęstościach elektronowych. Największe kule o 
heterogennej budowie - elektronowo gęstszej korze i elektronowo jaśniejszym rdzeniu, 
mniejsze o średniej gęstości elektronowej i najmniejsze o dużej gęstości elektronowej (Fot. 
50A). Wykonane reakcje histochemiczne wykazały, że materiał gromadzony na terenie ciałek 
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spichrzowych w trakcie oogenezy to polisacharydy (Fot. 51A), białka (Fot. 51B) oraz lipidy 
(Fot. 51C, D). 
 
6. DYSKUSJA 
Pierwszy, prosty opis gonady żeńskiej niesporczaka pojawił się w 1840 roku dzięki 
Doyère’owi. Prawie sto lat później Marcus (1928) opisał proces gromadzenia żółtka w 
komórkach jajnika gatunku Macrobiotus hufelandii używając do swoich badań mikroskopu 
świetlnego. W drugiej połowie XX wieku pojawiło się kilka opisów morfologicznych 
żeńskiej gonady niesporczaka (Baumann 1964; Renaud-Dobyser 1965; Pollock 1970; 
Grimaldi de Zio i in. 1987). Obecnie dzięki dostępności coraz nowocześniejszych metod i 
aparatury, które znacznie ułatwiają badania na tak małych zwierzętach jakimi są niesporczaki, 
pojawia się coraz więcej publikcji dotyczących nie tylko ogólnej budowy jajnika, ale także 
szczegółowych zmian ultrastrukturalnych jakie zachodzą w trakcie procesu oogenezy u tych 
drobnych bezkręgowców. Dotąd w literaturze znajduje się kilka publikacji dotyczących samej 
organizacji jajnika, zmian ultrastrukturalnych związanych z procesem oogenezy, formowania 
się osłon jajowych, czy losu komórek jajnika. Wszystkie przeanlizowane gatunki 
niesporczaków należą do gromady Eutardigrada, rzędu Parachela, poza jednym wyjątkiem 
jakim jest Milnesium tardigradum (Suzuki 2006) należące do gromady Eutardigrada, rzędu 
Apochela. Badania te zostały przeprowadzone dla gatunków: Paramacrobiotus richtersi 
(Macrobiotidae; Węglarska 1979, 1982), Dactylobiotus dispar (Murrayidae; Poprawa 2005a, 
2005b), Milnesium tardigradum (Milnesiidae; Suzuki 2006), Isohypsibius granulifer 
granulifer (Isohypsibiidae; Węglarska 1987, Poprawa 2011, Poprawa i in. 2015a), 
Dactylobiotus parthenogeneticus (Murrayidae; Poprawa i in. 2015b), Macrobiotus polonicus 
(Macrobiotidae; Poprawa i in. 2015c). 
Badany gatunek Hypsibius exemplaris został uznany w roku 2007 jako nowy gatunek 
modelowy. W ostatnich latach stał się obiektem licznych badań na przeróżnych polach 
naukowych takich jak biologia rozwoju, fizjologia, biologia komórki, genetyka i genomika, 
filogenetyka, anatomia, a także astrobiologia (Gabriel i in. 2007; Gabriel i Goldstein 2007; 
Boothby i in. 2015; Beltrán-Pardo i in. 2013; Tenlen i in. 2013; Smith i Jockusch 2014; Gross 
i Mayer 2015; Arakawa i in. 2016; Bemm i in. 2016; Hyra i in. 2016a, 2016b; Fernandez i in. 
2016; Hering i in. 2016; Kosztyła i in. 2016; Stec i in. 2016; Erdmann i in. 2017; Gross i in. 
2017; Levin i in. 2016; Smith i in. 2017, Yoshida i in. 2017; Gross i in. 2018). W niniejszej 
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pracy skupiono się na anatomii układu rozrodczego badanego gatunku oraz na przebiegu 
procesu oogenezy.  
Gonada H. exemplaris jest strukturą pojedynczą zlokalizowaną w części grzbietowej 
zwierzęcia, podobnie jak ma to miejsce u większości opisanych dotąd niesporczaków 
(Węglarska 1979, 1987; Bertolani 1983; Dewel i in. 1993; Kinchin 1994; Poprawa 2005a; 
Poprawa i Grzywa 2006; Suzuki 2006; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015a, 20015b, 
20015c; Nelson i in. 2015). Wyjątek wśród Tardigrada stanowi Carphania fluviatilis, u 
którego zaobserwowano parzyste, duże gonady zlokalizowane po bokach jelita (Binda i 
Kristensen 1986). Gonada w okresie embrionalnym u niesporczaków rozwija się z parzystych 
zawiązków (Nelson 1982), jednak u osobników dorosłych (żeńskich, męskich oraz 
hermafrodytycznych) jest strukturą nieparzystą. Nieparzysta gonada nie jest rzadkością wśród 
zwierząt. Występuje u takich grup jak wrotki (Rotifera) (Gilbert 1983), szczękogębe 
(Gnathostomulida) (Mainitz 1983), wije (Myriapoda) (Sareen i Adiyodi 1983, Kubrakiewicz 
1991a, 1991b), wrzęchy (Pentastomida) (Nørrevang 1983), a także u niektórych nicieni 
(Nematoda) (Foor 1983), czy skorupiaków (Crustacea) (Adiyodi i Subramonien 1983).  
Jajnik niesporczaków znajduje się po grzbietowej stronie ciała nad jelitem. W części 
szczytowej (dogłowowej) jest przytwierdzony do ściany ciała za pomocą specjalnej struktury 
zwanej filamentem terminalnym. Filament terminalny różni się budową u poszczególnych 
gromad. U Heterotardigrada posiada jedną wypustkę (nić), która przytwierdza go do ściany 
ciała, natomiast u Eutardigrada są to dwie nici (Węglarska 1979, 1987; Bertolani 1983; Dewel 
i in. 1993; Poprawa 2005a, 2005b; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015a, 2015b, 
2015c). Nici filamentu mogą stanowić wypustki cytoplazmatyczne komórek budujących 
ścianę jajnika (Węglarska 1987; Poprawa i in. 2015b) lub niewielkie włókna mięśniowe 
(Dewel i in. 1993). U badanego gatunku H. exemplaris jajnik połączony jest ze ścianą ciała za 
pomocą dwóch nici filamentu terminalnego (podobnie jak ma to miejsce u pozostałych 
przedstawicieli Eutardigrada), które są wypustkami cytoplazmatycznymi komórek 
tworzących ścianę jajnika. Filamenty terminalne są strukturami obserwowanymi także wśród 
owadów (Insecta) jednak w przeciwieństwie do filamentów niesporczaków u owadów są to 
twory wielokomórkowe (Biliński i Szklarzewicz 1992; Simiczyjew i in. 1998; Kisiel i Klag 
2001; Lupa i in. 1999; Lupa 2002).  
Pojedynczy jajnik H. exemplaris w swojej tylnej części bez wyraźnej granicy przechodzi 
w pojedynczy jajowód, mniej więcej na wysokości przejścia jelita środkowego w jelito tylne. 
Jajowód uchodzi do światła jelita tylnego łącząc się z nim w jego grzbietowej części, inaczej 
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niż ma to miejsce u gatunku D. parthenogeneticus, u którego jajowód uchodzi do jelita po 
jego brzusznej stronie (Poprawa i in. 2015b). U badanego gatunku występuje więc kloaka 
będąca odcinkiem wspólnym dla układu rozrodczego i pokarmowego. Ujście kloaki 
zlokalizowane jest po stronie brzusznej ciała pomiędzy trzecią, a czwarta parą odnóży. 
Obecność kloaki jest charakterystyczna dla niesporczaków należących do gromady 
Eutardigrada (Marcus 1929; Węglarska 1979, 1987; Bertolani 1983; Kinchin 1994; Poprawa 
2005a, 2005b; Poprawa i Grzywa 2006; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015a, 2015b, 
2015c), jej występowanie opisano także dla jednego z przedstawicieli gromady 
Heterotardigrada C. fluviatilis (Binda i Kristensen 1986). Gatunek ten stanowi więc wyjątek 
wśród pozostałych gatunków należących do gromady Heterotardigrada, u których układ 
rozrodczy oraz pokarmowy posiadają niezależne ujścia – odpowiednio: gonopor i odbyt 
(Dewel i in. 1993; Kinchin 1994; Nelson i in. 2015).  
Ścianę jajnika H. exemplaris, podobnie jak innych niesporczaków buduje 
jednowartswowy nabłonek płaski. Komórki budujące ten nabłonek pochodzą z linii 
somatycznej, wsparte na blaszce podstawnej, a swoją apikalną częścią zwrócone są ku światłu 
gonady (Węglarska 1979, 1982, 1987; Bertolani 1983; Poprawa 2005a, 2005b; Poprawa i 
Galus 2007; Poprawa i in. 2015a, 2015b, 2015c). W trakcie oogenezy, gdy komórki 
wypełniające jajnik (oocyty i trofocyty) zwiększają swoją objętość, dochodzi do rozciągania 
ściany gonady. Komórki ulegają spłaszczeniu i rozciągnięciu. Komórki ściany jajnika H. 
exemplaris tworzą wypustki cytoplazmatyczne skierowane do światła gonady, penetrujące 
pomiędzy komórki linii płciowej jajnika. Podobne struktury obserwowano także u innych 
gatunków niesporczaków: I. g. granulifer (Poprawa i Grzywa 2006; Poprawa i in. 2015a), D. 
dispar (Poprawa 2005a), D. parthenogeneticus (Poprawa i in. 2015b), czy też u P. richtersi 
(Węglarska 1979, 1982), ale są one także spotykane u innych grup zwierząt np. u 
przedstawiciela nicieni Xiphinema therasiae (Nematoda) (van de Velde i Coomans 1988). Co 
warto podkreślić, wypustki ściany gonady występują w części żeńskiej, natomiast nie 
występują w części męskiej gonady u hermafrodytycznego gatunku I. g. granulifer (Poprawa i 
Grzywa 2006; Poprawa i in. 2015a).  
W obrębie gonad niesporczaków występują strefy. U wszystkich niesporczaków 
występuje niewielka strefa zwana germarium, wypełniona niezróżnicowanymi komórkami 
linii płciowej– oogoniami. U analizowanego gatunku H. exemplaris germarium jest pierwszą 
strefą gonady, zlokalizowaną szczytowo. Podobna sytuacja występuje u partenogenetycznych 
gatunków D. dispar (Poprawa 2005a), D. parthenogeneticus (Poprawa 2015b), M. polonicus 
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(Poprawa i in. 2015c), T. ruffoi (Janelt 2017), a także u hermafrodytycznego gatunku I. g. 
granulifer (Węglarska 1987, Poprawa i in. 2015a). Co ciekawe jak podaje Węglarska u P. 
richtersi (Węglarska 1975; 1979) germarium może być zlokalizowane nie szczytowo, a 
ekscentrycznie w stosunku do jajnika i tworzyć wąski klin bądź też 2 - 3 wysepki komórek. 
Druga strefa – witelarium, znacznie większa, zajmuje pozostałą część gonady. Witelarium 
wypełniają dojrzewające komórki płciowe. U gatunków partenogenetycznych występują tylko 
komórki linii żeńskiej z kolei u gatunków rozdzielnopłciowych (gonochorycznych) samice 
posiadają germarium i witelarium, gdzie jest obecna strefa komórek linii żeńskiej, natomiast 
samce posiadają w miejscu witelarium strefę wypełnioną komórkami linii męskiej (np. 
Macrobiotus hufelandi, Hypsibius convergens, Isohypsibius baicalensis). Gatunki 
hermafrodytyczne posiadają w gonadzie germarium oraz strefy z komórkami żeńskimi 
(witelarium) i komórkami męskimi; strefy te nie są od siebie odseparowane (np. I. g. 
granulifer, B. weglarskae, M. joannae) (Marcus 1929; Bertolani 1976, 1979; Bertolani i in. 
1983; Węglarska 1987; Poprawa i Grzywa, 2006; Poprawa i Galus 2007; Nelson i in. 2015). 
Brak wyraźnego oddzielenia komórek linii żeńskiej i męskiej w gonadzie opisano także u 
ślimaków płucodysznych (Pulmonata) (Kubrakiewicz 1985). 
Ogólny plan budowy jajnika niesporczaków jest bardzo podobny do owarioli 
politroficznej występującej u owadów (Insecta). Zarówno u niesporczaków jak i u owadów 
obecny jest filament terminalny, dodatkowo wyróżnia się dwie strefy – germarium i 
witelarium. Co więcej w witelarium komórki płciowe różnicują się w oocyty i trofocyty, które 
wspomagają rozwój oocytów (Biliński i in. 2017). W jajniku niesporczaków brak natomiast 
komórek folikularnych tak charakterystycznych dla owadów (Büning 1994), oraz obecnych 
także u pazurnic (Onychophora) (Erwin i Donald 1994). Podobna sytuacja (brak komórek 
folikularnych) występuje u takich grup zwierząt jak nicienie (Nematoda) (Foor 1983), 
wrzęchy (Pentastomida) (Nørrevang 1983), rurkoczułkowce (Siboglinidae) (Bakke 1983), 
splewki (Branchiura) (Kubrakiewicz i Klimowicz 1994), muszloraczki (Conchostraca) 
(Klimowicz 2002), tarczowce (Notostraca) (Trentini i Scanabissi 1979), dziesięcionogi 
(Decapoda) (Ando i Makioka 1999), a także widłonogi (Copepoda) (Adiyodi i Subramonien 
1983). Zupełnie inaczej sytuacja wygląda u pazurnic (Onychophora) – siostrzanej grupy dla 
Tardigrada, u których wyróżnia się aż trzy typy jajników: jajnik egzogeniczny, 
pseudoendogeniczny oraz endogeniczny. We wszystkich typach jajników oocyty wywodzą 
się z linii komórek płciowych, z nabłonka płciowego. Wszystkie pazurnice są gatunkami 
rozdzielnopłciowymi. U pazurnic nie występują jednak komórki odżywcze (trofocyty), które 
44 
 
są obecne zarówno u wielu gatunków owadów jak i u niesporczaków. Biorąc więc pod uwagę 
budowę jajnika pazurnic jest to jajnik panoistyczny (Erwin i Donald 1994; Jura 2007; Mayer 
2007; Mayer i Harzsch 2008; Norman i Tait 2008; Mayer i Tait 2009). 
 Na terenie witelarium H. exemplaris znajdują się zespoły żeńskich komórek 
płciowych, powstające w trakcie podziałów komórkowych w wyniku niepełnych cytokinez. 
W obrębie zespołu komórek linii żeńskiej wyróżnić można dwie populacje komórek – oocyt, 
czyli komórkę, która rozwinie się w komórkę jajową, oraz trofocyty będące komórkami 
odżywczymi. Obecność zespołów komórkowych w gonadach jest zjawiskiem powszechnym 
dotyczy np. owadów (Insceta), pierściennic (Annelida), nicieni (Nematoda), płazińców 
(Platyhelmintes), niektórych skorupiaków (Crustacea), ale także kręgowców (Fernández i in. 
1992; Biliński 1994; Kubrakiewicz 1999; Pepling i in. 1999; Matova i Cooley 2001; Świątek 
2008; Świątek i in. 2009, 2012; Gorgoń i in. 2015; Małota i in. 2018). Budowa zespołu 
żeńskich komórek płciowych opisana została tylko dla dwóch gatunków niesporczaków. Oba 
badane gatunki należą do tej samej gromady Eutardigrada, ale różnych rzędów. M. 
tardigradum to przedstawiciel rządu Apochela (Suzuki 2006), natomiast D. 
parthenogeneticus należy do rządu Parachela (Poprawa i in. 2015b). W obu przypadkach w 
witelarium obecne są zespoły żeńskich komórek płciowych, jednak organizacja tych zespołów 
jest zupełnie różna.  
 U obu analizowanych gatunków niesporczaków zespoły komórek płciowych są 
typu rozgałęzionego. W witelarium M. tardigradum zlokalizowany jest jeden 108 komórkowy 
zespół komórek płciowych zbudowany z czterech, centralnie położonych, wielojądrowych 
trofocytów połączonych ze sobą stabilnymi mostkami międzykomórkowymi. Trofocyty 
otoczone są 104 jednojądrowymi komórkami, które łączą się z trofocytami pojedynczymi 
mostkami międzykomórkowymi (Ryc. A.). Część jednojądrowych komórek różnicuje się w 
oocyty, a część pełni funkcję trofocytów (Suzuki 2006). Z kolei w jajniku Dactylobiotus 
parthenogeneticus obecna jest zmienna liczba zespołów żeńskich komórek płciowych. Liczba 
zespołów w jajniku zależy od wieku samicy oraz jej kondycji fizycznej. Rozgałęziony zespół 
komórek płciowych u D. parthenogeneticus zbudowany jest z 8 komórek połączonych ze 
sobą mostkami cytoplazmatycznymi. Wszystkie komórki zespołu są jednojądrowe i w obrębie 
jednego zespołu komórek płciowych tylko jedna komórka (posiadająca największa liczbę 
mostków międzykomórkowych, czyli 4 mostki) różnicuje się w oocyt. Pozostałe 7 komórek 
zespołu pełni funkcję komórek odżywczych (Ryc. B.) (Poprawa i in. 2015b).  
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                                     Ryc. A.                                                            Ryc. B. 
 
Rycina 2. A. zespół komórek płciowych Milnesium tardigradum (Apochela); B. zespół 
komórek płciowych Dactylobiotus parthenogeneticus (Parachela). 
 
M. tardigradum wraz z Halechiniscus perfectus są jedynymi znanymi gatunkami 
należącym do Tardigrada u których zaobserwowano w obrębie zespołu komórek płciowych 
wielojądrowe komórki (Dewel i in. 1993; Suzuki 2006). Takie wielojądrowe twory w 
gonadzie opisane są także u innych zwierząt np. u ogonicy (Oikopleura dioica), gdzie w 
jednej wielojądrzastej komórce obecne są jądra komórkowe przyszłych oocytów, a także 
komórek odżywczych (Gannot i in. 2007a). Pozostałe gatunki niesporczaków u których 
analizowano strukturę gonady: D. dispar (Poprawa 2005a, 2005b), I. g. granulifer (Węglarska 
1987; Poprawa 2011; Poprawa in. 2015a), M. polonicus (Poprawa i in. 2015c), D. 
parthenogeneticus (Poprawa i in. 2015b), T. ruffoi (Janelt i in. 2018) wykazują organizację 
zespołu komórek płciowych podobną do tej zaobserwowanej u D. parthenogeneticus – 
zespoły komórek płciowych są typu rozgałęzionego i wszystkie komórki zespołu są 
komórkami jednojądrowymi. Co ciekawe z wstępnych badań nad T. ruffoi wynika, że zespół 
komórek płciowych jest typu rozgałęzionego, wszystkie komórki są jednojądrowe, ale liczba 
komórek w zespole sięga nawet 35. Z przeprowadzonych w trakcie doktoratu badań wynika, 
że H. exemplaris posiada zespół komórek płciowych również typu rozgałęzionego i wszystkie 
komórki zespołu są jednojądrowe. Dokładna organizacja komórek w zespole oraz lokalizacja 
mostków niestety wymaga dalszych badań, jednak z przeprowadzonych analiz wnioskuje się, 
że liczba komórek w pojedynczym zespole u H. exemplaris jest bliższa tej występującej u D. 
parthenogeneticus - między 10, a 12. Podanie dokładnej liczby komórek budujących zespół 
wymaga jednak analizy większej liczby osobników i dopracowania metody utrwalania do 
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SBEM. Liczba zespołów komórek płciowych H. exemplaris jest zmienna i zależy od wieku 
oraz kondycji zwierzęcia. W trakcie kilkuletniej hodowli laboratoryjnej wspomnianego wyżej 
gatunku zaobserwowano, że młode osobniki posiadały małą liczbę zespołów komórek 
płciowych, tym samym składały małą liczbę jaj do wylinki (pierwsza owipozycja zwykle 1 - 2 
jaja). Z każdym następnym procesem oogenezy liczba zespołów komórek płciowych w 
jajniku wzrastała co pociągało za sobą wzrost liczby składanych jaj. Największa liczba 
złożonych jaj w hodowli to 10, podczas gdy u T. ruffoi obserwowano wylinki zawierające 
nawet 24 jaja (Janelt 2017). Starsze osobniki składały jaja coraz rzadziej i w coraz mniejszej 
liczbie.  
Komórki zespołu H. exemplaris są jednojądrowe, połączone ze sobą stabilnymi mostkami 
międzykomórkowymi. W obrębie jednego zespołu komórki różnicują się w oocyt i trofocyty. 
Jajnik analizowanego gatunku należy więc uznać za jajnik meroistyczny. Jajnik meroistyczny 
charakteryzuje się tym, że tylko część komórek linii płciowej różnicuje się w oocyty, a 
pozostałe pełnią funkcje odżywcze w przeciwieństwie do jajnika panoistycznego, gdzie 
wszystkie komórki linii płciowej mają potencjał by stać się oocytem (Büning 1994; Büning 
2006; Jaglarz i in. 2014a; Biliński i in. 2017). Badania ultrastrukturalne wykazują, że 
oogeneza meroistyczna występuje także u innych niesporczaków, zarówno należących do 
gromady Eutardigrada (Węglarska 1979, 1982, 1987; Poprawa 2005a; Poprawa i Grzywa 
2006; Suzuki 2006; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2014, 2015a, 2015b, 2015c) jak i 
Heterotardigrada (Dewel i in. 1993). Jajniki meroistyczne występują dość często w świecie 
zwierząt np. u skoczogonków (Collembola), niektórych widłogonków (Diplura: 
Campodeidaea) (Büning 1994, 2006); u muchówek (Diptera) (Büning 1994, 2006; Jaglarz i 
in. 2010), w tym komarowatych (Culicidae) (Büning 1994; Soumarĕ, Ndiaye 2005), u 
sieciarek (Neuroptera) (Kubrakiewicz 1997), wszy i wszołów (Phthiraptera) (Zawadzka i in. 
1997; Żelazowska 2005), pluskwiaków (Hemiptera) (Vogelgesang i Szklarzewicz 2001; 
Szklarzewicz i in. 2005; Michalik i in. 2013; Özyurt i in. 2013) i skorków (Dermaptera) 
(Tworzydło i Biliński 2008). Ponadto jajniki meroistyczne występują także u niektórych 
skorupiaków (Crustacea: Branchiopoda; Podocopa) (Kubrakiewicz 1994; Jaglarz i in. 2014a, 
2014b; Garbiec i in. 2016) i siodełkowców (Clitellata) (Świątek i in. 2016; Świątek 2008; 
Urbisz, Świątek 2013; Urbisz i in. 2015; Świątek i in. 2016). 
Ze względu na obecność lub brak w jajniku meroistycznym, specjalnej strefy troficznej 
(odżywczej), wypełnionej komórkami odżywczymi (trofocytami) wyróżnia się jajnik 
meroistyczny – telotroficzny i meroistyczny – politroficzny. W jajniku meroistycznym – 
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telotroficznym obecna jest strefa troficzna (zwana trofarium), wypełniona tylko komórkami 
odżywczymi (trofocytami), które łączą się z oocytami za pomocą długich wypustek 
cytoplazmatycznych zwanych sznurami odżywczymi, które są wydłużonymi mostkami 
cytoplazmatycznymi (Büning 1994, 2006; Michalik i in. 2013; Biliński i in. 2017). W jajniku 
meroistycznym – politroficznym trofarium nie występuje, trofocyty otaczają oocyty i 
przesuwają się wraz z nimi wzdłuż owarioli. Co więcej w jajniku meroistycznym – 
politroficznym oocytom towarzyszą także komórki folikularne, które otaczają oocyt wraz z 
jego aparatem odżywczym. Jajniki meroistyczne – politroficzne występują np. u 
skoczogonków (Collembola), niektórych widłogonków (Diplura: Campodeidae) a także 
owadów, takich jak: sieciarki (Neuroptera), skorki (Dermaptera), muchówki (Diptera), wszy i 
wszoły (Phthiraptera), chruściki (Trichoptera), czy u niektórych chrząszczy (Archostemata: 
Micromalthidae; Adephaga) (Büning 1994, 2006; Kubrakiewicz 1997a; Zawadzka i in. 1997; 
Żelazowska 2005; Tworzydło i Biliński 2008). Zarówno u badanego gatunku niesporczaka H. 
exemplaris jak i u pozostałych gatunków Tardigrada u których analizowano budowę jajnika, 
jajnik ma charakter meroistyczny – politroficzny. Oocytom towarzyszą komórki odżywcze 
(trofocyty), które nie tworzą trofarium, ale otaczają dojrzewające oocyty. U niesporczaków 
brak jest jednak komórek folikularnych, które otaczałyby zespoły komórek płciowych 
(Węglarska 1979, 1982; Poprawa 2005a; Poprawa i in. 2015a, 2015b, 2015c). Podobna 
sytuacja występuje także u niektórych skorupiaków jak np. tarczowce (Notostraca) (Trentini i 
Scanabissi 1979), czy małżoraczki (Ostracoda) (Kubrakiewicz i Klimowicz 1995; Klimowicz 
2002). Mimo, że u niesporczaków nie ma komórek folikularnych to podobną funkcję pełnią u 
Tardigrada komórki ściany gonady – otaczają zespoły komórek płciowych zlokalizowane w 
jajniku, swoją częścią apikalną są zwrócone do komórek płciowych, a ich część bazalna 
skierowana jest na zewnątrz gonady, ich wypustki penetrują do wnętrza jajnika pomiędzy 
komórki linii płciowej, co więcej uczestniczą w procesie choriogenezy syntezując i 
wydzielając materiał na jedną z osłon jajowych (chorion). Dodatkowo komórki ściany jajnika 
niesporczaków, podobnie jak komórki folikularne wywodzą się z linii somatycznej. Biorąc 
więc pod uwagę pochodzenie komórek ściany gonady niesporczaków, ich orientacje 
względem komórek linii płciowej oraz funkcje jakie pełnią można je uznać za odpowiedniki 
komórek folikularnych występujących u owadów (Biliński i Klag 1977; Mazzini i Gaino 
1988; Gaino i Mazzini 1990; Kaulenas 1992; Rościszewska 1995, 1996; Poprawa 2002).  
Wśród niesporczaków znane są różne typy rozmnażnia, począwszy od 
rozdzielnopłciowości, przez hermafrodytyzm do partenogenezy. Co więcej niektóre gatunki 
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rozdzielnopłciowe wykazują także zdolność do rozmnażania na drodze partenogenezy 
(Węglarska 1987; Poprawa i Galus 2007; Kaczmarek 2013). Z danych literaturowych wynika, 
że gatunek Hypsibius dujardini w naturalnym środowisku jest rozdzielnopłciowy (występują 
osobniki męskie i żeńskie). Liczebność osobników męskich zmienia się w trakcie roku 
(Marcus 1929). Z drugiej strony Ammerman (1967) w hodowli obserwował rozmnażanie H. 
dujardini na drodze partenogenezy. Do gatunków rozdzielnopłciowych należą między 
innymi: M. hufelandii (Marcus 1929), H. convergens (Baumann 1961), P. megalonyx 
(Bertolani 1976), M. polonicus (Poprawa 2015c). Zapłodnienie u nich może być zewnętrzne 
(np. P. megalonyx) jak i wewnętrzne (M. hufelandii) (Nelson 1982). Wśród gatunków 
rozdzielnopłciowych występuje mniej lub bardziej widoczny dymorfizm płciowy - różnica w 
wielkości osobników przeciwnych płci, morfologia i wielkość pazurków czy różnica w 
kształcie gonoporu (Rebecchi i in. 2000; Bertolani 2001; Nelson i in. 2010). Gatunki 
harmafrodytyczne są rzadkie wśród Eutardigrada. Należą do nich między innymi: I. g 
granulifer (Węglarska 1987, Poprawa i in. 2015a), I. baicalensis (Bertolani 1979), B. 
weglarskae (Dastych 1972), M. joannae (Bertolani 1979), zwykle są to niesporczaki 
słodkowodne i lądowe. Wśród niesporczaków morskich hermafrodytyzm opisano tylko u 
jednego gatunku Orzeliscus cf. belopus znalezionego przez Kristensena w Egipcie na 
głębokości 2 - 3 metrów (Bertolani 1987). Partenogeneza jak dotąd nie została opisana wśród 
gatunków morskich, ten typ rozmnażania jest popularny wśród gatunków lądowych i 
limnologicznych, czyli żyjących w środowiskach o niestabilnych warunkach (Nelson i in. 
2015). Dodatkowo wśród Tardigrada wyróżnić można gatunki iteroparyczne, które są zdolne 
w trakcie swojego życia do wielokrotnego rozmnażania. Do nich należy zdecydowana 
większość gatunków niesporczaków. Gatunki sempelparyczne – u których proces 
rozmanżania zachodzi raz w życiu, są zdecydowanie rzadsze. Należy tu np. P. megalonyx 
(osobniki męskie) (Rebecchi i Bertolani 1994; Bertolani 2001).  
W trakcie czterech lat prowadzenia ciągłej hodowli laboratoryjnej, badany gatunek H. 
exemplaris rozmnażał się partenogenetycznie, a wszystkie analizowane osobniki były 
samicami. W swoich pracach Węglarska (1979, 1987) sugeruje, że oogeneza niesporczaków 
nie jest procesem ciągłym, a witelarium w pewnym okresie może być puste. Jednakże badania 
prowadzone w ramach doktoratu na gatunku H. exemplaris wskazują, że proces oogenezy w 
jajniku tego niesporczaka jest procesem ciągłym. Podczas gdy zespoły w witelarium były na 
zaawansowanym etapie oogenezy, w części szczytowej obserwowano cystocyty na etapie 
wczesnej witelogenezy. Wskazuje to na fakt, że w gonadzie, a dokładniej w witelarium H. 
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exemplaris współistnieją zespoły komórkowe na różnych etapach oogenezy. Podobną 
sytuację zaobserwowano dla gatunku T. ruffoi (Janelt 2017), u którego obserwowano 
cystocyty prewitelogeniczne w trakcie późnej oogenezy, a także cystocyty 
wczesnowitelogeniczne tuż po owipozycji.  
W trakcie procesu oogenezy zmiany ultrastrukturalne zachodzące w komórkach zespołu 
żeńskich komórek płciowych pozwalają na wyróżnienie następujących charakterystycznych 
etapów: prewitelogenezy, witelogenezy, choriogenezy.  
Bardzo młode, niezróżnicowane komórki linii płciowej żeńskiej charakteryzują się prostą 
ultrastrukturą. Ich cytoplazma zawiera nieliczne mitochondria, rybosomy, śladowe ilości 
RNA oraz nieliczne, krótkie cysterny szorstkiej siateczki śródplazmatycznej (Biliński i Klag 
1994; Kubrakiewicz 1997b). Prewitelogeneza to okres, gdy cytoplazma komórek zespołu 
podlega dynamicznym zmianom. Po wejściu komórek w prewitelogenezę w ich cytoplazmie 
następuje intensywny wzrost i synteza dużych ilości makromolekuł (np. rRNA, mRNA), 
białek, rybosomów oraz gromadzenie organelli komórkowych. rRNA może być 
syntetyzowane w różnoraki sposób, albo przez sam oocyt, albo przez komórki, które 
wspomagają rozwój oocytu (komórki odżywcze – trofocyty) pochodzące z linii płciowej, 
bądź też wyspecjalizowane komórki linii somatycznej (Büning 1994; Kubrakiewicz 1997b; 
Matova i Cooley 2001; Tworzydło i Biliński 2008; Tworzydło i Kisiel 2009; Poprawa 2005a; 
Rost-Roszkowska i in. 2011; Jaglarz i in. 2014b; Poprawa i in. 2015b, 2015c). Podobne 
zmiany dotyczą także komórek płciowych dojrzewających w jajnikach panoistycznych, czyli 
tych w których brak jest komórek odżywczych (Klag 1978).  
Zmiany zachodzące w trakcie prewitelogenezy w komórkach linii płciowej żeńskiej 
analizowanego gatunku H. exemplaris wykazuje podobieństwo do zmian opisanych na tym 
etapie u innych niesporczaków (Węglarska 1975, 1987; Poprawa 2005a; Poprawa i Galus 
2007; Poprawa i in. 2015a, 2015b, 2015c, Janelt 2017). Komórki w witelarium połączone są 
ze sobą stabilnymi mostkami międzykomórkowymi dzięki czemu powstają zespoły 
komórkowe. Na tym etapie oogenezy wszystkie komórki zespołu charakteryzują się 
podobnym kształtem, wielkością oraz ultrastrukturą. Komórki zaczynają intensywnie 
wzrastać. Obserwowano duże jądro komórkowe posiadające dość duże jąderko o gąbczastej, 
heterogennej strukturze. Jedną z podstawowych funkcji trofocytów jest synteza rRNA na 
terenie jąderek komórkowych, który następnie jest transportowany do wzrastającego oocytu 
przez mostki międzykomórkowe (Büning 1994; Raška i in. 2006). Aktywność transkrypcyjna 
jąderek przejawia się w ich ultrastrukturze, są duże, heterogenne o dużej gęstości 
50 
 
elektronowej, często posiadają wakuole jąderkowe (Węglarska 1979; Olszewska 1983; 
Biliński 1993; Raška i in. 2006, Czernekova i in. 2018). Heterogenne jąderka komórkowe 
obserwowano u P. richtersi (Węglarska 1979), co zdaniem Węglarskiej świadczy o ich 
wzmożonej aktywności.  
W chwili pojawienia się w cytoplazmie pierwszych elektronowo-gęstych kul materiału 
zapasowego (żółtka) kończy się prewitelogeneza, a rozpoczyna witelogeneza. Termin 
„witelogeneza” oznacza zarówno sam proces syntezy i gromadzenia żółtka, jak i określa fazę 
oogenezy w trakcie której dochodzi do gromadzenia materiałów zapasowych (żółtka) 
(Szklarzewicz 1994). W skład żółtka wchodzić mogą białka, lipidy, polisacharydy, oraz inne 
mniejsze składniki (Atella i in. 2005). Formowanie żółtka może się odbywać na kilku 
drogach, w wyniku procesów endogennych (autosyntezy), egzogennych (heterosyntezy), bądź 
też jako efekt współdziałania obu procesów jednocześnie - wówczas synteza żółtka ma 
charakter mieszany. Autosynteza materiałów żółtkowych zachodzi na terenie samego oocytu, 
natomiast w wyniku heterosyntezy żółtko syntetyzowane jest poza oocytem (Biliński 1977; 
Biliński 1979; Szklarzewicz 1994; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015b). Uważa się, 
że autosynteza żółtka jest pierwotniejszym procesem, spotyka się ją u grup zwierząt stojących 
nisko w systematyce, np. u gąbek (Spongaria), parzydełkowców (Cnidaria), robaków płaskich 
(Platyhelmintes), brzuchorzęsków (Gastrotricha), czy niezmogowców (Priapulida) (Fell 1983; 
Beams i Kessel 1983; Hummon i Hummon 1983; Nørrevang 1983; Szklarzewicz 1994). W 
procesie autosyntezy żółtko może powstawać albo „wolno w cytoplazmie” albo jego synteza 
może być związana z konkretnym organellum jak np. z mitochondriami, diktiosomami czy 
wewnątrz cystern szorstkiej siateczki śródplazmatycznej (Biliński 1976, 1979; Klag 1978; 
Nørrevang 1983; Spałek – Wołczyńska 2002, Spałek-Wołczyńska i in. 2008).  
Heterosyntezę uważa się za dominujący sposób gromadzenia materiałów zapasowych w 
trakcie oogenezy zarówno u organizmów bezkręgowych jak i kręgowych. Egzogenne procesy 
prowadzące do syntezy żółtka polegają na wchłanianiu białkowych prekursorów, powstałych 
poza jajnikiem, na drodze mikropinocytozy. Proces ten jest uniwersalny u różnych zwierząt. 
Prekursory/materiał żółtkowy uwalniany jest do płynu jamy ciała i rozprowadzany po 
organizmie, następnie przenika do jajnika przez błonę podstawną. Ostatecznie dociera do 
powierzchni oocytu, gdzie zachodzi wchłanianie na drodze endocytozy receptorowej 
(mikropinocytozy). Materiały zapasowe lub ich prekursory mogą być syntetyzowane w 
różnych komórkach/narządach takich jak np. trofocyty, celomocyty, komórki folikularne, 
ciało tłuszczowe, gruczoł trzustkowo – wątrobowy, jelito, system hemalny czy też wątroba 
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(Thomsen i in. 1980; Kunkel i Nordin 1985 za Rościszewska 2003; Kaulenas 1992 za 
Rościszewska 2003; Valle 1993; Büning 1994; Szklarzewicz 1994; Siekierska 2003; Telfer 
2009; Żelazowska 2005; Telfer 2009; Cardoso i in. 2010; Urbisz i in. 2010; Moosbrugger i in. 
2012; Urbisz i Świątek 2013; Jaglarz i in. 2014b).  
Materiał żółtkowy powstający wyłącznie na drodze heterosyntezy występuje u niektórych 
wijów (Myriapoda), niektórych pajęczaków (Arachnida), a także u większości owadów 
uskrzydlonych (Pterygota) oraz u owadów bezskrzydłych (rząd Zygentoma) (Biliński 1979; 
Postlethwait i Giorgi 1985; Szklarzewicz 1989; Rościszewska 2003).  
Gromadzenie materiałów żółtkowych może mieć także charakter mieszany. O mieszanym 
typie witelogenezy mówi się wówczas, gdy część żółtka jest syntetyzowana przez sam oocyt 
(autosynteza), a część substancji jest wchłaniana na drodze mikropinocytozy z płynu 
wypełniającego jamę ciała lub z hemolimfy (heterosynteza). Taki typ witelogenezy 
obserwowano u pierściennic (Annelida), niektórych owadów (Insecta), wijów (Myriapoda), 
większości skorupiaków (Crustacea), mięczaków (Mollusca) oraz szkarłupni (Echinodermata) 
(Biliński 1976, 1979, 1994; Szklarzewicz 1994; Rościszewska 2003). Witelogeneza o 
mieszanym charakterze występuje także u niesporczaków należących do Parachela w tym np. 
u I. g. granulifer, D. dispar, D. parthenogeneticus, P. richtersi, T. ruffoi (Węglarska 1979, 
1987; Szymańska 1994; Poprawa 2005a; Poprawa 2006; Rost-Roszkowska i in. 2011; 
Poprawa i in. 2015b; Janelt 2017), w tym także u analizowanego gatunku H. exemplaris. Już 
na wczesnych etapach oogenezy, gdy komórki zespołu komórkowego (cystocyty) są jeszcze 
niezróżnicowane rozpoczyna się gromadzenie materiałów zapasowych na terenie cytoplazmy 
komórek witelarium. Mimo, że morfologicznie wszystkie komórki zespołu mają tę samą 
wielkość, kształt oraz charateryzują się taką samą ultrastrukturą, to już na tak wczesnym 
etapie dochodzi do ukierunkowanego transportu materiałów żółtkowych z przyszłych 
komórek odżywczych (trofocytów) do przyszłego oocytu (obserwowano materiał zapasowy 
na terenie cytoplazmy mostków międzykomórkowych). Na etapie środkowej witelogenezy 
komórki zespołu zaczynają się od siebie różnić na skutek gromadzenia coraz większych ilości 
żółtka przez sam oocyt oraz transport materiałów żółtkowych z komórek odżywczych 
(trofocytów) do wzrastającego oocytu. Na tym etapie oogenezy komórki zespołu różnią się od 
siebie pod względem wielkości oraz ultrastruktury. Jedna z komórek zespołu jest wyraźnie 
większa posiada więcej cytoplazmy, organelli komórkowych oraz kul materiałów zapasowych 
niż pozostałe komórki zespołu. Od etapu środkowej witelogenezy można więc już stwierdzić, 
która komórka różnicuje się w oocyt, a które komórki zespołu pełnią funkcje odżywcze. U 
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badanego gatunku H. exemplaris prekursory żółtka powstają więc na drodze autosyntezy w 
samym oocycie, a także w wyniku heterosyntezy. Ponieważ gromadzenie żółtka tylko na 
drodze autosyntezy uważane jest za cechę prymitywną, fakt, że u niesporczaków proces ten 
zachodzi na drodze heterosyntezy świadczy o ich wysokiej pozycji w rozwoju ewolucyjnym. 
Poza oocytem materiał żółtkowy u niesporczaków powstaje głównie w trofocytach, ponadto 
może być także syntetyzowany na terenie komórek nabłonka jelita środkowego (I. g. 
granulifer, M. polonicus, H. exemplaris) (Rost-Roszkowska i in. 2011, 2013; Hyra i in. 
2016a). W syntezę witelogenin mogą być również zaangażowane ciałka spichrzowe co ma 
miejsce u analizowanego H. exemplaris, a także u innych gatunków niesporczaków 
należących do Parachela (P. richtersi, D. dispar, I. g. granulifer, M. polonicus) (Węglarska 
1979, 1987; Szymańska 1994; Poprawa 2006; Hyra i in. 2016b). Badania histochemiczne 
wykazały, że na terenie cytoplazmy ciałek spichrzowych H. exemplaris w trakcie oogenezy 
magazywane są białka, lipidy oraz polisacharydy. Dodatkowo zaobserwowano zmiany 
ultrastruktury ciałek spichrzowych zależne od procesu oogenezy świadczące o zaangażowaniu 
tych komórek w syntezę prekursorów żółtka (Hyra i in. 2016b). Prawdopodobnie u 
niesporczaków prekursory żółtka syntetyzowane poza jajnikiem uwalniane są do płynu 
wypełniającego jamę ciała. Następnie przechodzą przez blaszkę podstawną jajnika i są 
pobierane przez oocyt na drodze mikropinocytozy (endocytozy receptorowej), tak jak ma to 
miejsce u owadów i innych zwierząt, gdzie prekursory są uwalniane do hemolimfy (Biliński 
1979, Büning 1994; Szklarzewicz 1994; Szklarzewicz i in. 2005; Żelazowska 2005; Telfer 
2009; Cardoso i in. 2010; Moosburgger i in. 2012). W syntezie żółtka biorą udział cysterny 
szorstkiej siateczki śródplazmatycznej, aparat Golgiego, wolne rybosomy, a także 
mitochondria. Charakterystyczne zmiany w ultrastrukturze mitochondriów u H. exemplaris 
mogą świadczyć o udziale mitochondriów w syntezie materiałów zapasowych (synteza 
lipidów). Organella te ulegają rozdęciu, obserwuje się zanik grzebieni mitochondrialnych, 
oraz akumulację ziarnisto-włóknistego materiału w matrix mitochondrialnym (Węglarska 
1979; Bertolani 1983; Poprawa 2005a; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015c). Udział 
mitochondriów w syntezie lipidów opisywano już u mięczaków (Mollusca). Co więcej dane 
literaturowe sugerują, że zmiany zachodzące w matrix mitochondrialnym płazów są związane 
z syntezą materiałów białkowych, natomiast u pająka Plexippus oraz owada Gromphadorhina 
brauneri sugeruje się udział mitochondriów w powstawaniu lipidów żółtka (Węglarska 1979). 
Charakterystyczne zmiany w mitochondriach, które sugerują ich udział w syntezie 
prekursorów materiałów żółtkowych obserwowano w mitochondriach trofocytów H. 
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exemplaris od fazy środkowej witelogenezy. Mitochondria ulegały rozdęciu, grzebienie 
mitochondrialne częściowo zanikały, a w matrix mitochondrialnym pojawiał się kłaczkowaty 
materiał. Dodatkowo na terenie cytoplazmy oocytów oraz trofocytów od etapu środkowej 
witelogenezy obserwowano pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie komórkowej. Struktury te 
przypominają występujące dość powszechnie, pęcherzyki opłaszczone klatryną, uczestniczące 
w transporcie materiałów żółtkowych (Postlethwait i Giorgi 1985; DiMario i Mahowald 1987 
za Sommer i in. 2005; Szklarzewicz 1994; Brooks i Wessel 2004; Telfer 2009; Moosbrugger i 
in. 2012). Na etapie witelogenezy obserwowano także wakuole jąderkowe na terenie jąderek 
trofocytów oraz oocytów. Dane literaturowe podają, że podobną sytuację obserwowano u 
gatunku D. dispar. Na etapie witelogenezy w jąderkach trofocytów tego niesporczaka 
pojawiały się wakuole jąderkowe (Poprawa 2005b). Wakuole jąderkowe są strukturami 
charakterystycznymi raczej dla komórek roślinnych, a u zwierząt obserwuje się je dość 
rzadko. Ich obecność świadczy o wysokiej aktywności jąderka (związanej m.in. z syntezą 
RNA) (Lewis 1943; Johnson i Jones 1967; Stępiński 2014). Tym samym obecność tych 
struktur w jąderkach komórek niesporczaków świadczy o wysokiej aktywności metabolicznej 
tych komórek, na etapie gromadzenia materiałów zapasowych w cytoplazmie oocytów i 
trofocytów, w trakcie oogenezy. Wykonane badania histochemiczne wykazały, że na etapie 
wczesnej witelogenezy na terenie młodego zespołu komórkowego (cystocytów), a w 
większym stopniu na etapie środkowej i późnej witelogenezy na terenie cytoplazmy oocytów 
oraz trofocytów H. exemplaris gromadzony jest materiał żółtkowy w postaci białek, lipidów i 
polisacharydów. Gromadzenie takich materiałów zapasowych obserwowano także u 
pozostałych gatunków niesporczaków u których analizowano proces oogenezy (Bertolani 
1983; Poprawa 2005a; Poprawa i in. 2015b, 2015c). Dodatkowo u H. exemplaris wykazano 
także obecność mukopolisacharydów.  
Na etapie późnej witelogenezy, gdy rozpoczyna się proces formowania kapsuły jajowej 
(choriogeneza) tuż pod powierzchnią oolemmy obserwowano gromadzenie się materiału w 
postaci elektronowo gęstych granul. Charakterystyczna lokalizacja tych struktur w części 
korowej cytoplazmy oocytów sugeruje, że mogą to być ziarna korowe. Obecność ziaren 
korowych wykazano u innych zwierząt, w tym u innych gatunków niesporczaków P. richtersi 
(Węglarska 1975; Bertolani 1983); I. g. granulifer (Węglarska 1987), M. polonicus (Poprawa 
i in. 2015c), T. ruffoi (Janelt 2017). Ziarna korowe pełnią istotną fukcję w trakcie procesu 
zapłodnienia. W momencie zapłodnienia dochodzi do zainicjowania tzw. reakcji korowej, w 
wyniku której dochodzi do fuzji ziaren korowych z błoną oocytu. Zawartość ziaren korowych 
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wylewa się do przestrzeni perioocytarnej, powstaje osłona zapłodnienia, co w konsekwencji 
zapobiega wniknięciu więcej niż jednego plemnika do oocytu (polispermii). Co ciekawe, 
struktur tych jak dotąd nie zaobserwowano u owadów (Insecta) (Mazzini i in. 1984).  
Choriogeneza u badanego gatunku H. exemplaris rozpoczyna się na etapie późnej 
witelogenezy, gdy wokół oocytów gromadzi się materiał na chorion w postaci małych, 
kulistych struktur o średniej gęstości elektronowej. Zadaniem kapsuł jajowych jest ochrona 
zarodka przed szkodliwymi czynnikami środowiska zewnętrznego jakimi są np. wysychanie, 
promieniowanie czy urazy mechaniczne, a także ochrona rozwijającego się zarodka i 
umożliwienie mu wymiany gazowej. Osłony jajowe mogą się składać z różnej liczby warstw, 
a te mogą mieć mniej lub bardziej skomplikowaną budowę (Mazzini i in. 1984; Rościszewska 
1994, 2003; Kumar i in. 2002; Poprawa i in. 2002; Pyka-Fościak i in. 2003; Kumar i in. 2007; 
Gaino i in. 2008; Żelazowska 2010). Kapsuły jajowe mogą powstać albo przy udziale samej 
gamety, może być też tak, że poszczególne warstwy są tworzone przez samą gametę, lub co 
jest zjawiskiem częstszym, w procesie choriogenezy mogą uczestniczyć rozmaite komórki 
różnych części układu rozrodczego. Bardzo rzadko synteza prekursorów osłon jajowych ma 
miejsce poza układem rozrodczym, co obserwuje się np. u ryb (w wątrobie) (Rościszewska 
1994; Poprawa 2003). Ze względu na różne sposoby powstawania osłon jajowych 
wprowadzano różne klasyfikacje dla kapsuł jajowych. Obecnie za najtrafniejszą uważana jest 
ta zaproponowana przez Ludwiga (1874) i to właśnie według niej w niniejszej pracy będą 
klasyfikowane osłony jajowe badanego gatunku niesporczaka. Wg Ludwiga (1874) w 
zależności od tego jakie komórki uczestniczą w syntezie prekursorów na budowę osłony 
jajowej oraz w jakiej części układu rozrodczego zachodzi ich synteza, wyróżnia się osłony 
jajowe: pierwszo-, drugo- i trzeciorzędowe. Osłony I - rzędowe powstają przy udziale samego 
oocytu w jajniku. Podobnie II - rzędowe również powstają w jajniku, jednak w ich syntezie 
biorą dodatkowo udział komórki folikularne lub też komórki ściany jajnika. Osłony III - 
rzędowe powstają przy udziale komórek jajowodu bądź dalszych odcinków dróg 
wyprowadzających układu rozrodczego (Węglarska 1982; Poprawa 2002, 2005b, 2011; 
Poprawa i in. 2015b, 2015c). W syntezie chorionu niesporczaka H. exemplaris bierze udział 
sam oocyt jak i komórki ściany gonady. Z danych literaturowych wynika, że u zdecydowanej 
większości niesporczaków chorion jest osłoną mieszaną częściowo I – rzędową, a częściowo 
II – rzędową powstającą przy udziale oocytu oraz komórek ściany jajnika (Węglarska 1982; 
Poprawa 2005b, 2011; Poprawa i in. 2015b, 2015c). Jedynym gatunkiem u którego nie 
zaobserwowano udziału oocytów w tworzeniu chorionu jest M. polonicus (Poprawa i in. 
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2015c). W tym przypadku chorion jest osłoną II – rzędową. Osłona żółtkowa u wszystkich 
niesporczaków powstaje jako druga, gdy chorion tworzy już ciągłą warstwę na powierzchni 
oocytu (Węglarska 1982; Poprawa 2005b, 2011; Poprawa, Galus 2007; Poprawa i in. 2015b, 
2015c). W jej syntezie uczestniczy tylko oocyt, jest to więc osłona I – rzędowa. Tak więc 
kapsuły jajowe niesporczaków zbudowane są z dwóch osłon: osłony żółtkowej i chorionu. 
Osłona żółtkowa przylega do powierzchni oolemmy, natomiast chorion jest zlokalizowany 
zewnętrznie. W pełni wykształcony chorion niesporczaków jest trójwarstwowy, wyróżnia się 
warstwę wewnętrzną przylegającą do osłony żółtkowej, warstwę środkową, która często 
nazywana jest też warstwą labiryntową z uwagi na charakterystyczny wygląd, oraz warstwę 
zewnętrzną. Powierzchnia chorionu może być gładka bądź pokryta charakterystycznymi 
stożkowatymi wyrostkami. Kształt i liczba wyrostków pokrywających powierzchnię chorionu 
oraz grubość poszczególnych warstw chorionu, a także grubość samej osłony żółtkowej jest 
różna u różnych gatunków niesporczaków (Węglarska 1982; Bertolani 1983; Bertolani i 
Rebecchi 1993, 1996; Poprawa 2005b, 2011; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015b, 
2015c, 2015d).  
Niesporczaki składają jaja wolno do środowiska lub też jak ma to miejsce u 
analizowanego gatunku do wylinki. Zwykle jaja składane do wylinki mają gładką 
powierzchnię chorionu, co potwierdza się także dla H. exemplaris. Nie jest to jednak reguła, 
gdyż znane są przypadki, takie jak Hypsibius roanensis i Hypsibius scabropygus, których 
osobniki składają do wylinki jaja posiadające ornamentowane kapsuły z małymi 
wypukłościami (Nelson i in. 2010). Inne gatunki składające jaja o gładkim chorionie to np. T. 
ruffoi (obserwacje własne), M. tardigradum (obserwacje własne) oraz I. g. granulifer 
(Poprawa 2011). Gatunki składające jaja bezpośrednio do środowiska posiadają jaja o 
charakterystycznie urzeźbionej powierzchni. Takie jaja składają np. niesporczaki z rodzajów 
Dactylobiotus, Paramacrobiotus, Murrayon, Minibiotus, Bartolanius, Eohypsibius, 
Ramazzottius, Hebesuncus oraz Fractonotus, należące do Eutardigrada, natomiast wśród 
Heterotardigrada Oreella (Grigaric i in. 1973; Węglarska 1982; Kinchin 1994; Poprawa 2003, 
2005a; Nelson i in. 2010; obserwacje własne). Jaja o urzeźbionym chorionie charakteryzuje 
ogromna różnorodność (Bertolani 1983; Kinchin 1994; Poprawa, Galus 2007; Nelson i in. 
2015; Poprawa i in. 2015d). Chorion urzeźbiony posiada wyrostki - ich liczba, wzajemna 
odległość od siebie, wysokość, kształt (mogą być zakończone rozetką, haczykiem, ich szczyt 
może być zaokrąglony lub też spłaszczony) stanowią bardzo ważne cechy taksonomiczne. 
Chorion podstawowy – czyli chorion występujący pomiędzy wyrostkami stożkowymi może 
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być gładki, pokryty drobną siateczką lub może tworzyć charakterystyczne „areolacje” 
występujące np. u M. richtersi – regularnie ułożone zagłębienia tworzące charakterystyczne, 
duże oczka układające się w regularną sieć (Węglarska 1975; Dastych 1980, 1988; Węglarska 
1982; Kinchin 1994; Poprawa 2005b; obserwacje własne). Kapsuły jajowe wielu zwierząt 
(zarówno kręgowców jak i bezkręgowców) wykazują pewne charakterystyczne cechy 
morfologiczne takie jak np. ukształtowanie powierzchni, obecność i lokalizacja 
wyspecjalizowanych struktur jak np. haczyki, dyski czepne, wyrostki oddechowe, a także 
obecność wyspecjalizowanych regionów takich jak mikropyle, aeropyle, hydropyle czy linia 
wylęgu. Co ciekawe u niesporczaków nie zaobserwowano w budowie osłon jajowych takich 
struktur jak mikropyle, hydropyle, aeropyle, wieczko, czy linia wylęgu, które są na przykład 
obecne w kapsułach jajowych owadów (Margaritis 1985; Biliński i Jankowska 1987; 
Ogorzałek 1987; Rościszewska 1991a, 1991b, 1994, 1996; Kambyselis 1993; Rościszewska 
1994, 2003; Simiczyjew 1994; Zawadzka i in. 1997; Ząbczyk 1999; Poprawa i in. 2002; 
Buckner i in. 2002; Pyka-Fościak i in. 2003; Kumar i in. 2007). Podobna sytuacja, czyli brak 
wyspecjalizowanych regionów na powierzchni kapsuły jajowej opisano u skrytoszczękich 
(Entoghantha) (Biliński 1993). 
 U większości zwierząt kolejność formowania osłon jajowych przedstawia się 
następująco: najpierw powstaje osłona żółtkowa, a następnie chorion (Poprawa i in. 2002). 
Podobnie sytuacja przedstawia się u owadów (Insecta), czy u pazurnic (Onychophora) - 
siostrzanej grupy dla Tardigrada. U owadów osłona żółtkowa powstaje przy udziale oocytu 
bądź oocytu i komórek folikularnych, a po jej wykształceniu powstaje chorion, którego 
prekursory są syntezowane przez komórki folikularne (Büning 2006; Telfer 2009; Jaglarz i in. 
2010; Özyurt i in. 2013). U pazurnic najpierw dzięki syntezie samego oocytu powstaje osłona 
żółtkowa, następnie jako drugi powstaje chorion przu udziale oocytu oraz komórek macicy 
(Norman i Tait 2008). Co ciekawe u analizowanego gatunku H. exemplaris, podobnie jak u 
wszystkich pozostałych niesporczaków, u których badano proces oogenezy jako pierwszy 
powstaje chorion, a dopiero później następuje synteza osłony żółtkowej (Węglarska 1982; 
Poprawa 2005b, 2011; Poprawa i Galus 2007; Poprawa i in. 2015b, 2015c). Podobną sytuację 
opisano dla Tetrodontophora bielanensis (Collembola) (Krzysztofowicz i Kisiel 1989 za 
Poprawa 2003). Synteza osłony żółtkowej u tego gatunku następuje dopiero po złożeniu jaj. 
Jest to cecha będąca przystosowaniem tego gatunku do zapłodnienia, które ma miejsce w 
jajniku. To sugeruje, że być może u niesporczaków synteza osłony żółtkowej jako drugiej 
również jest cechą przystosowawczą. Na korzyść tej tezy przemawia również fakt, że kapsuły 
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jajowe niesporczaków nie posiadają otworów mikropylarnych, a chorion nie powstaje od razu 
jako warstwa ciągła, lecz tworzą się najpierw wysepki chorionu, które następnie zlewają się 
ze sobą. Co więcej u analizowanego gatunku H. exemplaris zaobserwowano struktury 
przypominające ziarna korowe chroniące przed polispermią. Wszystko to sugeruje, że być 
może H. exemplaris był gatunkiem rozdzielnopłciowym, a partenogenetyczny sposób 
rozmnażania jest cechą wtórną, która pojawiła się u tego gatunku jako przystosowanie tego 
gatunku do warunków środkowiska.  
Niesporczaki wykazują zdolność do zrzucania kutikuli, będącej wytworem komórek 
nabłonkowych ściany ciała. Tardigrada należą więc do kladu wylinkowców (Telford i in. 
2008). Kutikula niesporczaków może przybierać różne formy, może być gładka, posiadać 
guzki lub też składać się z zachodzących na siebie płytek. Generalnie posiada trójwarstwową 
budowę, wyróżnia się epikutikulę, intrakutikulę oraz prokutikulę. Wygląd zewnętrzny 
kutikuli oraz jej wyrostki pełnią bardzo istotną funkcję w taksonomii pozwalając na 
identyfikację Heterotardigrada i Eutardigrada (Nelson i in 2010). W trakcie procesu linienia 
dochodzi także do oddzielenia kutikuli wyścielającej jelito przednie i tylne, stąd u osobników 
przygotowywujących się do owipozycji obserwuje się zanik aparatu bukalnego, będącego 
częścią jelita przedniego, tym samym osobniki na czas linienia nie są zdolne do pobierania 
pokarmu (Nelson i in. 2010; Nelson i in. 2015; obserwacje własne). U badanego gatunku H. 
exemplaris, podobnie jak u innych niesporczaków późna witelogeneza oraz składanie jaj jest 
powiązane z linieniem (Bertolani 1983; Graven 1984; Dewel i in. 1993). Wiele gatunków 
niesporczaków, podobnie jak gatunek analizowany w niniejszej pracy, wykorzystuje wylinkę 
do składania jaj (Bertolani 1983; Poprawa 2005b). Także u H. exemplaris proces linienia jest 
skorelowany z procesem oogenezy. Wraz z końcem procesu oogenezy osobniki badanego 
gatunku posiadają podwójną warstwę kutikuli, z czego starsza warstwa zostaje zrzucona w 
procesie linienia i wykorzystana do zdeponowania jaj w procesie owipozycji.  
W jamie ciała niesporczaków obecne są ciałka spichrzowe (Kinchin 1994; Poprawa 
2006; Nelson i in 2010; Kaczmarek 2013; Nelson i in. 2015). Wielkość, liczba oraz 
ultrastruktura ciałek spichrzowych zależy od stanu odżywienia zwierzęcia oraz jego kondycji 
(Weglarska 1975; Dewel i in. 1993). Główną funkcją, tych swobodnie pływających w płynie 
jamy ciała niesporczaków komórek, jest magazynowanie materiałów zapasowych. Wykazano, 
że na terenie cytoplazmy ciałek spichrzowych niesporczaków zachodzi akumulacja białek, 
lipidów oraz polisacharydów (Rosati 1968; Węglarska 1975; Szymańska 1994; Jönsson i 
Rebecchi 2002; Poprawa 2006; Hyra i in. 2016b). Zgromadzone rezerwy pokarmowe mogą 
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zostać wykorzystane przez zwierzę, gdy pogarszają się warunki środowiska lub gdy nie jest w 
stanie przyjmować pokarmu, czyli także w stanie kryptobiozy (Węglarska 1975; Jönsson i 
Rebecchi 2002; Reuner i in. 2010; Czernakova i in. 2018). Dodatkowo materiały zapasowe 
ciałek spichrzowych mogą również zostać wykorzystane w trakcie procesu oogenezy jako 
prekursory witelogenin (Szymańska 1994; Poprawa 2006; Hyra i in. 2016b). Volkman i 
Greven (1993) wykazali aktywność tyrozynazy w cytoplazmie ciałek spichrzowych 
niesporczaków. Tyrozynaza jest także aktywna w hemocytach, które występują u owadów 
(Insecta), które to pełnią ważną rolę w odporności immunologicznej (Lavine i Strand 2002; 
Marmaras i Lampropoulou 2009). Wydaje się więc, że ciałka spichrzowe u niesporczaków 
pełnią podobną funkcję jak hemocyty u owadów i stąd podejrzewa się je również o pełnienie 
funkcji obronnych (Kinchin 1994). Większość danych literaturowych związanych z ciałkami 
spichrzowymi dotyczy ich morfologii i fizjologii (Richters 1911; Rahm 1925; Marcus 1929; 
May 1948; Węglarska 1957, 1975; Rosati 1968; Kinchin 1993, 1994; Volkman i Greven 
1993; Jönsson i Rebecchi 2002; Reuner i in. 2010). Jak dotąd istnieje kilka doniesień 
dotyczących zmian ultrastruktury ciałek spichrzowych skorelowanych z procesem oogenezy u 
niesporczaków (Szymańska 1994; Poprawa 2006; Hyra i in. 2016b). U analizowanego 
gatunku H. exemplaris zwrócono uwagę na ultrastrukturę ciałek spichrzowych w trakcie 
procesu oogenezy. Z obserwacji wynika, że zmiany w ultrastrukturze tych komórek są 
skorelowane z procesem oogenezy. Wraz z postępującymi zmianami w jajniku związanymi z 
procesem oogenezy, na terenie cytoplazmy ciałek spichrzowych obserwowano akumulację 
białek, cukrów i lipidów w postaci kul materiałów o różnej gęstości elektronowej. Na etapie 
zaawansowanej choriogenezy, gdy oocyty charakteryzują się znaczną wielkością i uciskają 
jelito, dochodzi do zmniejszania się ilości zmagazynowanych kul materiałów zapasowych na 
terenie ciałek spichrzowych. Podobne zmiany obserwowano także u innych gatunków 
niesporczaków: P. richtersi (Szymańska 1994), D. dispar (Poprawa 2006), I. g. granulifer 
oraz M. polonicus (Hyra i in. 2016b). U analizowanego gatunku jąderka ciałek spichrzowych 
miały charakter heterogenny co przemawia za ich wzmożoną aktywnością (Węglarska 1979), 
a dodatkowo w jąderkach ciałek spichrzowych obserwowano także wakuole jąderkowe, 
których obecność świadczy o wysokiej aktywności jąderek (Lewis 1943; Johnson i Jones 
1967; Stępiński 2014). Wszystko to pozwala przypuszczać, że ciałka spichrzowe to komórki o 
wysokim stopniu aktywności metabolicznej, które mogą aktywnie uczestniczyć w procesie 
witelogenezy w trakcie oogenezy. Co więcej stanowią rezerwuar energetyczny na czas, gdy 
niesporczak nie jest w stanie pobierać pokarmu, z uwagi na ogromne oocyty, które uciskają 
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światło jelita środkowego zwłaszcza w stadium simplex kiedy to dochodzi do usunięcia 
zesklerotyzowanych elementów aparatu bukalnego. Pod tym względem ciałka spichrzowe 
niesporczaków wydają się przypominać swoją funkcją ciało tłuszczowe obecne u owadów 
(Insecta). Magazynują materiały zapasowe oraz uczestniczą w syntezie witelogenin, które 
następnie są transportowane do jajnika (Atella i in. 2005; Arrese i Soulages 2010). Transport 
witelogenin z ciałek spichrzowych do jajnika prawdopodobnie zachodzi na drodze dyfuzji 
i/lub transportu pęcherzykowego (endocytoza receptorowa; mikropinocytoza) (Węglarska 





























Przedstawione powyżej badania dotyczące procesu oogenezy niesporczaka Hypsibius 
exemplaris pozwoliły na wysunięcie następujących wniosków: 
1. Analizowany gatunek Hypsibius exemplaris z powodzeniem daje się hodować w 
warunkach laboratoryjnych przy zachowaniu odpowiednich parametrów. W 
warunkach laboratoryjnych rozmnaża się partenogenetycznie.  
2. Układ rozrodczy zbudowany jest z nieparzystego jajnika oraz nieparzystego jajowodu 
otwierającego się do kloaki.  
3. Ścianę jajnika stanowi pojedyncza warstwa, płaskich komórek pochodzenia 
somatycznego, wspartych na blaszce podstawnej, a częścią apikalną zwróconych jest 
do wnętrza jajnika. Komórki ściany jajnika pod względem pełnionej funkcji są 
odpowiednikami komórek folikularnych stawonogów. 
4. Oogeneza zlokalizowana (gonadalna) jest typu meroistycznego (rozwój oocytów jest 
wspomagany przez ich komórki siostrzane – trofocyty, komórki tworzą zespoły). 
5. W obrębie jajnika występują strefy: szczytowo zlokalizowane germarium oraz 
witelarium zajmujące większą część jajnika. 
6. Zespoły komórek płciowych są rozgałęzione, a wszystkie komórki w zespole są 
jednojądrowe. 
7. Komórki zespołu komórek płciowych połączone są ze soba stabilnymi mostkami 
międzykomórkowymi posiadającymi dwie okładziny: elektronowo gęstą okładzinę 
zewnętrzną i okładzinę wewnętrzną o mniejszej gęstości elektronowej.  
8. W każdym zespole komórek płciowych tylko jedna komórka różnicuje się w oocyt, 
podczas gdy pozostałe komórki pełnią funkcję komórek odżywczych (trofocyty). 
9. W jajniku znajduje się pula komórek (oogoniów), które zachowują zdolność do 
podziałów komórkowych, dzięki czemu proces oogenezy zachodzi przez całe życie u 
badanego gatunku.  
10. Witelogeneza ma charakter mieszany. Prekursory żółtka częściowo powstają na 
drodze syntezy własnej oocytu (autosynteza), a częściowo są syntetyzowane poza 
oocytem i transportowane do ooplazmy przez mostki cytoplazmatyczne (z trofocytów) 
lub na drodze endocytozy receptorowej (z ciałek spichrzowych i komórek nabłonka 
jelita środkowego). Choriogeneza rozpoczyna się na etapie późnej witelogenezy.  
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11. Po zakończeniu witelogenezy, po zamknięciu mostków międzykomórkowych 
trofocyty podlegają śmierci komórkowej na drodze apoptozy. 
12. Zgodnie z klasyfikacją osłon jajowych wg Ludwiga (1874), chorion jest osłoną 
mieszaną częściowo I - rzędową, a częściowo II - rzędową, natomiast osłona żółtkowa 
jest osłoną I - rzędową.  
13. Kapsuła jajowa zbudowana jest z dwóch osłon jajowych: (1) osłony żółtkowej i (2) 
trójwarstwowego chorionu. Chorion powstaje jako pierwszy, a osłona żółtkowa jako 
druga. 
14. Jaja o gładkim (pozbawionym stożkowatych wyrostków) chorionie składane są do 
wylinki. 






Niesporczaki to słabo poznana grupa mikroskopijnych Ecdysozoa. Wraz z pazurnicami 
(Onychophora) i stawonogami (Arthropoda) należą do monofiletycznej grupy Panarthropoda. 
Do niedawna niesporczaki nie miały większego praktycznego bądź ekonomicznego 
znaczenia. Dzięki stabilizacji błon lipidowych oraz kwasów nukleinowych są zdolne 
przetrwać zamrażanie, ekstremalne odwodnienie, wystawienie na działanie próżni czy 
promieniowanie jonizujące. Lepsze poznanie biologii oraz budowy niesporczaków ma 
znaczenie nie tylko dla tardigradologów, zoologów czy biologów ewolucyjnych, ale także 
znajduje wykorzystanie w innych odległych dziedzinach nauki takich jak medycyna, 
farmakologia, przemysł spożywczy i farmaceutyczny, a także astrobiologia. Badany w 
niniejszej pracy gatunek Hypsibius exemplaris został uzany w roku 2007 jako nowy organizm 
modelowy. Materiał analizowano przy użyciu mikroskopii świetlnej, elektronowej 
mikroskopii skaningowej i transmisyjnej, mikroskopii konfokalnej oraz nowej metody 
seryjnego skanowania powierzchni bloczka (SBEM). H. exemplaris należący do gromady 
Eutardigrada, rzędu Parachela, posiada pojedynczy, workowaty jajnik zlokalizowany nad 
jelitem. Jajnik w części szczytowej jest przytwierdzony do ściany ciała dwiema nićmi 
filamentu terminalnego. Ścianę jajnika buduje jednowarstwowy nabłonek wsparty na blaszce 
podstawnej, komórki nabłonka swą częścią apikalną skierowane są do wnętrza gonady. W 
obrębie jajnika wyróżnia się dwie strefy: mniejszą zlokalizowaną szczytowo - germarium, 
oraz większą witelarium. U analizowanego gatunku w jajniku obecne są tylko komórki linii 
płciowej: oogonia, oocyty oraz trofocyty. W witelarium obecne są zespoły komórek 
płciowych typu rozgałęzionego, powstałe w wyniku niepełnych cytokinez. W trakcie 
oogenezy w obrębie jednego zespołu tylko jedna komórka różnicuje się w oocyt, natomiast 
pozostałe komórki pełnią funkcję odżywczą (trofocyty), wspomagając rozwój oocytu. U 
badanego gatunku H. exemplaris witelogeneza ma charakter mieszany. Prekursory żółtka 
powstają na drodze autosyntezy w samym oocycie, a także w wyniku heterosyntezy - 
syntetyzowane w trofocytach, na terenie ciałek spichrzowych i komórek jelita środkowego. 
Przed owipozycją następuje zamknięcie mostków cytoplazmatycznych łączących oocyt z 
trofocytami i śmierć komórek odżywczych na drodze apoptozy. Choriogeneza rozpoczyna się 
na etapie późnej witelogenezy. Chorion powstaje jako pierwszy na skutek syntezy samego 
oocytu oraz komórek ściany jajnika, natomiast osłona żółtkowa powstaje jako druga tylko 
przy udziale oocytu. Zgodnie z klasyfikacją osłon jajowych wg Ludwiga (1874), chorion jest 
63 
 
osłoną mieszaną, częściowo I – rzędową, a częściowo II - rzędową, natomiast osłona 
żółtkowa jest osłoną I – rzędową. W pełni wykształcona kapsuła jajowa H. exemplaris jest 
zbudowana z cienkiej osłony żółtkowej przylegającej do oolemmy oraz trójwarstwowego 
chorionu. Proces owipozycji badanego gatunku wiąże się z linieniem. Samica zrzuca starą 
kutikulę do której składane są jaja. W trakcie linienia następuje także wymiana kutikuli 
wyścielającej jelito tylne oraz elementów zesklerotyzowanych aparatu bukalnego. Złożone 
















Tardigrades are poorly known group of microscopic Ecdysozoa. Together with 
Onychophora and Arthropoda, tardigrades belong to monophyletic group called 
Panarthropoda. Up till now tardigrades do not play any important role in practical or 
economical meaning. However, this small animals attract more and more scientist due to their 
special abilities. Thanks to stabilization of lipid membranes and nucleic acids they are able to 
withstand freezing, extreme dehydration, exposure on vacuum or ionizing radiation. Better 
understanding of  their biology and how they are built is essential not only for 
tardigradologists, zoologists or evolutionary biologist, but  also for their potential applications 
for instance medicine, pharmacology, food industry, pharmaceutical industry or even 
astrobiology. Our knowledge about the mechanisms of tardigrade anabiosis has led scientists to the 
development of dry vaccines that are used widely in Third World countries.  
 Species Hypsibius exemplaris, examined in this PhD thesis, has been recognized in 
2007 as a new model organism. The material was analyzed by using different methods such as 
a light microscope, scanning electron microscope, transmission electron microscope, confocal 
microscope as well as a new method called SBEM – a serial block face scanning electron 
microscope. H. exemplaris belongs to class Eutardigrada, order Parachela.  It possesses a 
single, sac-like ovary, located above a midgut. The top part of the ovary is attached to a body 
wall by two ligaments of terminal filament. The wall of the ovary consists of flat epithelial 
cells supported on non-basal lamina. The apical part of these cells is localized to the ovary 
interior. There can be distinguished two zones in the ovary: the smaller one, situated in the top 
part of the ovary called germarium, and the second - bigger one called vitellarium. In the 
ovary of H. exemplaris there are only germ line cells such as: oogonias, oocytes and 
trophocytes. In vitellarium cells create a germ cell clusters branched type, thanks to 
incomplete cytokinesis. During oogenesis process only one cell of germ cell cluster develop 
into oocyte while the rest cells support oocyte development as a trophocytes. In H. exemplaris 
occur a mixed vitellogenesis. Yolk precursors occur thanks to authosynthesis in oocyte as 
well as thanks to heterosynthesis - synthesized in trophocytes, storage cells and in epithelial 
cells of midgut. Just before oviposition cell bridges which connect oocytes with trophocytes 
became closed, then a cell death of trophocytes occur thanks apoptosis. Choriogenesis begins 
during the late vitellogenesis. As first envelope is deposited chorion due to oocyte and ovary 
wall activity, then vitelline envelope is synthesized thanks to oocyte activity. According to 
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egg envelope classification established by Ludwig (1874) chorion is a mixed type - primary 
(secreted by the oocyte) and secondary (secreted by the cells of ovary wall) while vitelline 
envelope is a primary type. A complete egg capsule of H. exemplaris is built of thin vitelline 
envelope adhering to oolemma and three-layer chorion. Oviposition of investigated species is 
connected with moulting. A female shed an old cuticule and laid eggs inside it. During 
moulting tardigrade get rid of cuticule covered body outside as well as cuticule covered 
foregut and hindgut.  H. exemplaris eggs are covered with smooth chorion, it doesn’t have 
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Fot. 1. Aparatura do tworzenia błon formwarowych.  
A. 1 - gumowa gruszka do zasysania roztworu formwaru, 2 – szklana komora na sziełko 
podstawowe, 3 – butelka z roztworem formwarem. 
 B. Komora z szkiełkiem podstawowym wypełniona roztworem formwaru; f – roztwór 







Fot. 2. Naczynie do przygotowania materiału do SEM; biała strzałka – wieczko z otworem, 



























Film 1. Dorosły osobnik Hypsibius exemplaris Gąsiorek, Stec, Morek & Michalczyk 2018 -






















































Fot. 3. Dorosłe osobniki Hypsibius exemplaris Gąsiorek, Stec, Morek & Michalczyk 2018 - 
pokrój ciała; SEM. 
A. Widok od strony grzbietowej; skala = 6,02µm 
B. Widok od strony brzusznej; skala = 13,5µm 


















Fot. 4. Hypsibius exemplaris; SEM.  
A. Otwór gębowy; skala = 4,83µm 






















Fot. 5. SBEM; 
A. Wybrane skany powierzchni bloczka skrojone nożem diamentowym, zbierane w 
rozdzielczości 2048/2048px, uzyskane dzięki metodzie SBEM (seryjne skanowanie 
powierzchni bloczka); 

























Fot. 6. Hypsibius exemplaris pokrój ogólny ciała na różnych stadiach oogenezy, widoczne (o) 
oocyty, (strzałka czarna) jądra oocytów, (strzałka bordowa) ciałka spichrzowe, (j) jelito; 
mikroskop świetlny;  
A. Pierwszy dzień oogenezy; skala = 2,5µm 
B. Drugi dzień oogenezy; skala = 3,57µm 
C. Trzeci dzień oogenezy; skala = 3,6µm 



























Fot. 7. Hypsibius exemplaris pokrój ogólny ciała: widoczne (strzałka czarna) wylinka, 
(strzałka bordowa) jaja, (j) jelito; (gwiazdka) samica składająca jaja; mikroskop świetlny 
kontrast nomarskiego; 
A. Samica w trakcie owipozycji wewnątrz wylinki; skala = 2,3µm 

























Fot. 8. Hypsibius exemplaris pokrój ogólny ciała: widoczne (strzałka czarna) ciałka 
spichrzowe, (j) jelito, (strzałka bordowa) ściana jajnika, (gwiazdka) oocyt; mikroskop 
świetlny; 
A. Widok od strony bocznej ciała; skala = 9µm 


























Fot. 9.  
A. Fragment ciała Hypsibius exemplaris z widocznym jelitem, jajnikiem i filamentem 
terminalnym; (czarna strzałka) filmanet terminalny, (g) gonada żeńska, (j) jelito 
środkowe, (czerwoan strzałka) ciałka spichrzowe; mikroskop świetlny, skala = 8,9µm 
B. Fragment jajnika Hypsibius exemplaris (k) komórka gonady żeńskiej, (strzałka) nić 
filamentu terminalnego, (n) jądro komórkowe komóki filamentu terminalnego; TEM, 




























Fot. 10. Schemat budowy ciała niesporczaka; (p) jelito przednie, (ś) jelito środkowe, (k) 

































Fot. 11. Ujście jajowodu do jelita tylnego u Hypsibiusa exemplaris; TEM. 
A. (czarna gwiazdka) światło jelita środkowego, (zielona gwiazdka) światło jelita tylnego, 








Fot. 12. Fragment ciała osobnika Hypsibius exemplaris z widocznym ujściem kloaki; SEM, 



















Fot. 13. Fragmenty gonady żeńskiej H. exemplaris.  
A. Fragment ściany jajnika oraz fragment komórki linii płciowej; (strzałka) blaszka 
podstawna, (ER) siateczka śródplazmatyczna, (m) mitochondria, (n) jądro komórkowe, 
(rv) materiał zapasowy; TEM. skala = 0,37µm 
B. Fragment ściany jajnika; (strzałka czarna) blaszka podstawna, (strzałka biała) 
cytoszkielet, (m) mitochndria; TEM. skala = 0,38µm 
C. Fragment ściany jajnika z widocznym szkieletem aktynowym. (czerwona strzałka) 
szkielet aktynowy (czerwony kolor) (aktyna), jądra komórkowe (niebieski); rhodamina z 


























Fot. 14. Fragmenty gonady żeńskiej H. exemplaris. 
A. Fragment ściany jajnika na etapie witelogenezy, widoczna wypustka ściany jajnika 
penetrująca do wnętrza gonady pomiędzy komórki płciowe; (j) ściana jajnika, (k) 
komórki płciowe wewnątrz gonady, (m) mitochondrium, (strzałka) wypustka ściany 
jajnika; TEM. skala = 0,28µm 
B. Fragment silnie rozciągnietej ściany jajnika pod koniec choriogenezy. (k) kapsuła jajowa, 



























Fot. 15. Schemat organizacji jajnika H. exemplaris; (ft) dwie nici filametu terminalnego, (g) 

































Fot. 16. Organizacja jajnika H. exemplaris.  
A. Trójwymiarowa rekonstrukcja gonady uzyskana dzięki metodzie SBEM; (o) oocyt, (g) 
germarium;  
B. Struktura jajnika; (g) germarium, (w) witelarium, niebieskie sygnały – jądra komókowe, 
zielone sygnały – włókna mięśniowe; falloidyna Oregon Green + DAPI, mikroskop 

























Fot. 17. Trójwymiarowe rekonstrukcje H. exemplaris uzyskane dzięki metodzie SBEM. 
(czarna strzałka; kolor żółty) germarium, (czerwona strzałka; kolor zielony) oocyt, (żółta 
strzałka) jądro oocytu, (fioletowa strzałka; fioletowy kolor) materiał zapasowy trofocytów; 
A. Widok od strony grzbietowej;  
B. Widok od strony bocznej; (j) jelito; 





























Film 3. Trójwymiarowa rekonstrukcja niesporczaka Hypsibius exemplaris. uzyskana dzięki metodzie 
SBEM, na filmie widoczne (kolor żółty) germarium, (zielony) oocyty, (fioletowy) materiał 































Fot. 18. Fragment komórki germarium Hypsibiusa exemplaris;  
A. na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko komórkowe, (m) mitochondria, (ER) 



























Fot. 19. Fragment młodego zespołu komórek płciowych H. exemplaris w części szczytowej 
witelarium oraz oocytu na zaawansowanym etapie oogenezy (choriogeneza);  
A. na zdjęciu widoczne: (o) oocyt, (nu) jąderko komórkowe, (n) jądro komórkowe, (czarna 
strzałka) pierwsze kule materiałów zapasowych, (czerwona strzałka) materiał na 
chorion, (gwiazdka) mostek międzykomórkowy; TEM. skala = 0,67µm 
B. na zdjęciu widoczne (o) oocyt, (nu) jąderko komórkowe, (n) jądro komórkowe, (czarna 
strzałka) pierwsze kule materiałów zapasowych, (czerwona strzałka) materiał na 
chorion, (grot) wakuola jąderkowa; TEM. skala = 0,83µm 
C. Detekcja lipidów: (czarna strzałka) lipidy w komórkach młodego zespołu komórek 
płciowych, (czerwona strzałka) lipidy w cytoplazmie oocytu na etapie choriogenezy, 
(niebieska strzałka) lipidy w ciałkach spichrzowych; Sudan Czarny B, mikroskopia 
świetlna. skala = 0,89µm  
D. Detekcja polisachardydów: (czarna strzałka) polisacharydy w komórkach młodego 
zespołu komórek płciowych, (czerwona strzałka) polisacharydy w cytoplazmie oocytu na 
etapie choriogenezy, (niebieska strzałka) polisacharydy w ciałkach spichrzowych; metoda 
PAS, mikroskopia świetlna. skala = 10,2µm 
E. Detekcja ciał białkowych, (czarna strzałka) ciała białkowe w komórkach młodego 
zespołu komórek płciowych, (czerwona strzałka) ciała białkowe w cytoplazmie oocytu na 
etapie choriogenezy, (niebieska strzałka) ciała białkowe w ciałkach spichrzowych; 















Fot. 20. Komórka linii płciowej H. exemplaris w trakcie podziału mitotycznego (A i B) oraz 
mejotycznego (C);  
A. na zdjęciu uwidoczniona lokalizacja ufosforylowanej postaci histonu H3 – markera 
mitozy (zielony sygnał) (strzałka) + Hoechst 33342; mikroskop konfokalny; skala = 
14,6µm 
B.  na zdjęciu uwidoczniona lokalizacja ufosforylowanej postaci histonu H3 – markera 
mitozy (zielony sygnał) (strzałka) + Hoechst 33342; mikroskop konfokalny; skala = 
5,4µm 
C. na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (m) mitochondrium, (strzałka) kompleksy 

























Fot. 21. Tworzący się zespół komórek płciowych H. exemplaris;  
A. na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko, (gwiazdka) mostek 
międzykomórkowy, (grot) kompleks synaptonemalny, (strzałka) ściana jajnika; TEM; 
































Fot. 22. Tworzący się zespół komórek płciowych H. exemplaris; komórki połączone 
mostkami międzykomórkowymi;  
A. na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (gwiazdka) mostek międzykomórkowy; TEM; 
skala = 0,83µm  
B. na zdjęciu widoczny (gwiazdka) mostek międzykomórkowy oraz (grot) okładzina mostka; 






Fot. 23. Fragment jajnika z zespołami komórek płciowych w witelarium oraz fragment jelita 
środkowego H. exemplaris;  
A. na zdjęciu widoczne (l) światło jelita środkowego, (j) nabłonek jelita środkowego, 
(czarna strzałka) ściana jajnika, (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko, (m) 
mitochondrium, (czerwona strzałka) materiał zapasowy, (czerwona gwiazdka) 
stabilny mostek międzykomórkowy, (k) kutikula; TEM; skala = 1,94µm 
B. Komórki zespołu komórek płciowych połączone stabilnym mostkiem 
międzykomórkowym; na zdjęciu widoczne (czarna strzałka) ściana jajnika, (zielona 
strzałka) wypustka ściany jajnika penetrująca do wnętrza jajnika, (nu) jąderko, (n) 
jądro komórkowe, (czerwona gwiazdka) mostek międzykomórkowy, (m) 




















Fot. 24. Fragment zespołu komórek płciowych H. exemplaris;  
A. Organella komórkowe na terenie stabilnego mostka międzykomórkowego, na zdjęciu 
widoczne (n) jądro komórkowe; (m) mitochondrium, (czerwona gwiazdka) stabilny 
mostek międzykoórkowy, (czerwona strzałka) okładzina wewnętrzna mostka 
międzykomórkowego, (czarna strzałka) okładzina zewnętrzna mostka 
międzykomórkowego; TEM. skala = 0,22µm 
B. Komórki zespołu komórek płciowych na etapie witelogenezy, na zdjęciu widoczne (n) 
jądro komórkowe, (nu) jąderko, (m) mitochondrium, (czarna strzałka) materiał 





Fot. 25. Organella komórkowe i materiał zapasowy na terenie stabilnego mostka 
międzykomórkowego komórek płciowych na etapie środkowej witelogenezy;  
A. Na zdjęciu widoczne (m) mitochondrium, (gwiazdka) stabilny mostek 
międzykomórkowy, (rv1, rv2) materiał zapasowy, (czerwona strzałka) okładzina 
wewnętrzna mostka międzykomórkowego, (czarna strzałka) okładzina zewewnętrzna 






























Fot. 26. Fragment jajnika H. exemplaris, komórki witelarium na etapie środkowej 
witelogenezy;  
A. Na zdjęciu widoczne (o) oocyt, (t) trofocyt, (j) jelito środkowe, (czerwona strzałka) 
ściana jajnika, (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko, (m) mitochondrium, niebieska strzałka 
– materiał zapasowy, strzałka zielona – pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie; TEM. 






























Fot. 27. Fragmenty komórek zespołu komórek płciowych (trofocyty i oocyt);  
A. fragment oocytu; na zdjęciu widoczne (n) jądro oocytu, (nu) jąderko, (czerwona strzałka) 
wakuola jąderkowa, (m) mitochondria, (rv) żółtko; TEM; skala = 0,41µm 
B. fragment trofocytów; na zdjęciu widoczne (n) jądro oocytu, (nu) jąderko, (czerwona 































Fot. 28. Przekroje poprzeczne przez całe osobniki H. exemplaris na etapie środkowej 
witelogenezy, barwienia histochemiczne;  
A. Detekcja lipidów: (czarna strzałka) lipidy na terenie komórek jajnika; Sudan Czarny B, 
mikroskop świetlny; skala = 3,7µm 
B. Detekcja polisachardydów: (czarna strzałka) polisacharydy na terenie komórek jajnika; 
Metoda PAS, mikroskop świetlny; skala = 3,8µm 
C. Detekcja ciał białkowych: (czarna strzałka) ciała białkowe na terenie komórek jajnika; 





















Fot. 29. Fragment jajnika H. exemplaris na etapie późnej witelogenezy; 
A. Falloidyna Oregon Green (lokalizacja F-aktyny), DAPI (znakowanie DNA). Na zdjęciu 



























Fot. 30. Fragment jajnika H. exemplaris na etapie późnej witelogenezy;  
A. Fragment niesporczaka z jajnikiem wypełnionym oocytami, na zdjęciu widoczne (czarna strzałka) 
oocyt, (niebieska strzałka) trofocyt, (gwiazdka) jądro komórkowe oocytu, (zielona strzałka) 
ściana jajnika, (czerwona strzałka) ciałko spichrzowe; mikroskopia świetlna. skala = 8,1µm 
B. Fragment zespołu komórek płciowych (o) – oocyt, (t) – trofocyt, (n) –jądro komórkowe, 
(nu)- jąderko, (czarna strzałka) – materiał na chorion, (czerwona strzałka) – pęcherzyk 
o elektronowo gęstej błonie komórkowej, (niebieska gwiazda) – materiał zapasowy o 
dużej gęstości elektronowej, (czerwona gwiazda) - materiał zapasowy o średniej gęstości 





















Fot. 31. Fragmenty komórek zespołu komórek płciowych H. exemplaris na etapie późnej 
witelogenezy;  
A. Fragment oocytu, na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko, (m) 
mitochondrium, (ER) siateczka śródplamatyczna, (biała gwiazda) materiał zapasowy o 
dużej gęstości elektronowej, (czarna gwiazda) materiał zapasowy o średniej gęstości 
elektronowej, (strzałka) pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie komórkowej; TEM; 
skala = 0,83µm 
B. Fragment trofocytu, na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko, (m) 
mitochondrium, (biała gwiazda) materiał zapasowy o dużej gęstości elektronowej, 
(czarna gwiazda) materiał zapasowy o średniej gęstości elektronowej, (strzałka) 





















Fot. 32. Stabilne mostki międzykomórkowe łączące komórki w zespole komórek płciowych 
H. exemplaris na etapie późnej witelogenezy (początek choriogenezy);  
A. Mostek międzykomórkowy łączący oocyt z trofocytem; na zdjęciu widoczne (n) jądro 
komórkowe, (nu) jaderko, (o) oocyt, (t) trofocyt, (czerwona gwiazda) mostek 
międzykomórkowy, (czarna gwiazda) materiał zapasowy o średniej gęstości 
elektronowej, (biała gwiazda) materiał zapasowy o dużej gęstości elektronowej, (czarna 
strzałka) pęcherzyk o elektronowo gęstej błonie komórkowej, (czerwona strzałka) 
materiał na chorion; TEM. skala = 0,86µm 
B. Mostek międzykomórkowy łączący trofocyt z trofocytem; na zdjęciu widoczne (n) jądro 
komórkowe, (nu) jąderko, (m) mitochondrium, (t) trofocyt, (czerwona gwiazda) mostek 
międzykomórkowy, (czarna gwiazda) materiał zapasowy o średniej gęstości 
elektronowej, (biała gwiazda) materiał zapasowy o dużej gęstości elektronowej, (czarna 
strzałka) pęcherzyk o elektronowo gęstej błonie komórkowej, (czerwona strzałka) 














Fot. 33.  Endocytoza prekursorów żółtka przez oocyt;  
A. na zdjęciu widoczny (o) fragment oocytu, (rv) kule żółtka), (biała strzałka) pęcherzyki 
endocytarne z kłaczkowatym materiałem o elektronowo gęstej błonie, (niebieska strzałka) 
materiał na chorion, (czerwona strzałka) kłaczkowaty materiał o średniej gęstości 
elektronowej; TEM; skala = 0,33µm 
B. na zdjęciu widoczny (o) fragment oocytu, (rv) kule żółtka, (biała strzałka) pęcherzyki 
endocytarne z kłaczkowatym materiałem o elektronowo gęstej błonie, (żółta strzałka) 
























Fot. 34. Fragment oocytu H. exemplaris na etapie późnej witelogenezy (choriogeneza); 
lokalizacja polisacharydów i mukopolisacharydów w cytoplazmie oocytu; 
A. na zdjęciu widoczny (o) oocyt, (ch) tworzący się chorion, (niebieska strzałka) materiał o 
dużej gęstości elektronowej zawierający polisacharydy i mukopolisacharydy; barwienie 













Fot. 35. Przekroje poprzeczne przez H. exemplaris na etapie późnej witelogenezy; detekcja 
materiałów zapasowych;  
A. na zdjęciu widoczny (o) oocyt, (j) jelito środkowe, (c) ciałka spichrzowe, (czerwona 
strzałka) germarium, (czarna strzałka) chorion; błękit metylenowym, mikroskop 
świetlny; skala = 9µm 
B. Detekcja lipidów, na zdjęciu widoczne: (j) jelito środkowe, (strzałka) lipidy w komórkach 
jajnika; Sudan Czarny B, mikroskop świetlny; skala = 14,4µm 
C. Detekcja polisacharydów, na zdjęciu widoczne: (j) jelito środkowe, (strzałka) 
polisacharydy w komórkach jajnika; metoda PAS, mikroskop świetlny; skala = 10,8µm 
D. Detekcja ciał białkowych, na zdjęciu widoczny: (o) oocyt, (t) trofocyt, (strzałka) ciała 






Fot. 36. Fragment komórek jajnika na etapie późje witelogenezy; lokalizacja polisacharydów 
i mukopolisacharydów w cytoplazmie oocytu;  
A. Oocyt, na zdjęciu widoczne: (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko, (czerwona strzałka) 
wakuola jąderkowa, (niebieska strzałka) materiał o dużej gęstości elektronowej 
zawierający polisacharydy i mukopolisacharydy, barwienie czerwienią rutenu, TEM; skala 
= 0,83µm 
B. Trofocyt, na zdjęciu widoczne: (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko komórkowe, 
(czerwona strzałka) wakuola jąderkowa, (niebieska strzałka) materiał o dużej gęstości 
elektronowej zawierający polisacharydy i mukopolisacharydy, barwienie czerwienią 









Fot. 37. Proces choriogenezy H. exemplaris;  
A. Gromadzący się wokół oolemmy materiał na chorion w postaci kuleczek o średniej 
gęstości elektronowej; na zdjęciu widoczne: (o) fragment oocytu, (rv) kule żółtka, 
(czerwona strzałka) pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie, (niebieska strzałka) 
materiał na chorion; TEM. skala = 1,67µm 
B. Materiał na chorion tworzący większe skupiska, deponowany na powierzchni oolemmy w 
postaci nieciągłęj wartswy; na zdjęciu widoczne: (o) fragment oocytu, (rv) kule żółtka, 
(czerwona strzałka) pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie, (niebieska strzałka) 
materiał na chorion; TEM. skala = 0,44µm 
C. Materiał na chorion deponowany na powierzchni oolemmy tworzący jedną, ciągłą 
wartswę; na zdjęciu widoczne: (o) fragment oocytu, (rv) kule żółtka, (czerwona strzałka) 
pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie, (niebieska strzałka) materiał na chorion; TEM. 
skala = 0,89µm 
D. Wykształcone trzy warstwy w obrębie chorionu i tworząca się osłona żółtkowa; na zdjęciu 
widoczne: (o) fragment oocytu, (rv) kule żółtka, (czerwona strzałka) pęcherzyki o 
elektronowo gęstej błonie ulegające fuzji, (ch) chorion; (1) warstwa zewnętrzna chorionu, 
(2) warstwa labiryntowa chorionu, (3) warstwa wewnętrzna chorionu; TEM. skala = 0,2µm 
E. W pełni wykształcona kapsuła jajowa H. exemplaris zbudowana z trójwarstwowego 
chorionu i osłony żółtkowej; na zdjęciu widoczny (o) fragment oocytu, (rv) kule żółtka, 
(ch) chorion; (1) warstwa zewnętrzna chorionu, (2) warstwa labiryntowa chorionu, (3) 









Fot. 38. Kapsuła jajowa H. exemplaris;  
A. W pełni wykształcona kapsułą jajowa; na zdjęciu widoczna (strzałka) silnie rozciągnięta i 
spłaszczona ściana jajnika, (ch) trójwarstwowy chorion, (1) warstwa zewnętrzna chorionu, 
(2) warstwa labiryntowa chorionu, (3) warstwa wewnętrzna chorionu, (4) osłona żółtkowa, 
(gwiazdka) ziarna korowe; TEM. skala = 0,22µm 
B. Wnętrze ciała niesporczaka od strony grzbietowej; na zdjęciu widoczny (o) oocyt, (strzałka) 
































Fot. 39. Jajo H. exemplaris oraz samica w trakcie owipozycji;  
A. Powierzchnia kapsuły jajowej H. exemplaris; SEM; skala = 25,48µm 
B. Samica wewnątrz wylinki w trakcie owipozycji; na zdjęciu widoczny (n) niesporczak, 
(strzałka) wylinka, (gwiazda) złożone jaja; kontrast nomarskiego, mikroskopia świetlna, 


































Fot. 40. Fragment części grzbietowej niesporczaka H. exemplaris;  
A. na zdjęciu widoczny (o) oocyt, (k) nowa kutikula, (w) stara kutikula przygotowana do 



































Fot. 41. Fragment oocytu z w pełni wykształconą kapsułą jajową i dwiema warstwami 
kutikuli;  
A. na zdjęciu widoczny (o) oocyt, (czarna strzałka) pęcherzyki o elektronowo gęstej błonie, 
(biała strzałka) kapsuła jajowa; (czerwona strzałka) dwie warstwy kutikuli, (biała 


































Fot. 42. Tworzenie kapsuły jajowej H. exemplaris;  
A. Wydzielanie materiałów na chorion; na zdjęciu widoczna (ś) ściana jajnika, (rv) kule 
żółtka, (biała strzałka) pęcherzyk egzocytarny, (czarna strzałka) materiał na chorion; 
TEM; skala = 0,42µm 
B. Wydzielanie materiałów na chorion; na zdjęciu widoczne (rv) kule żółtka, (biała strzałka) 
pęcherzyk egzocytarny, (czarna strzałka) materiał na chorion; TEM; skala = 0,37µm 
C. Wydzielanie materiałów na chorion; na zdjęciu widoczne (rv) kule żółtka, (biała strzałka) 
pęcherzyk egzocytarny, (czarna strzałka) materiał na chorion, (gwiazdka) mostek 


























Fot. 43. Fragment ściany jajnika H. exemplaris;  
A. fragment komórki płciowej i ściany jajnika; na zdjęciu widoczna (ER) siateczka 
śródplazmatyczna w (czerwona strzałka) ścianie jajnika, (k) komórka płciowa, (D) 
diktiosom, (rv) kule materiału zapasowego, TEM; skala = 0,36µm 
B. fragment komórki płciowej i ściany jajnika; na zdjęciu widoczny (biała strzałka) 
pęcherzyk egzocytarny wewnątrz (czerwona strzałka) ściany jajnika, (k) komórka 































Fot. 44. Fragment oocytu z gromadzącym się kłaczkowatym materiałem na chorion w okolicy 
oolemmy;  
A. Oocyt z tworzącą się kapsuła jajową: na zdjęciu widoczny (o) fragment oocytu, (biała 
gwiazda) materiał zapasowy o dużej gęstości elektronowej, (czarna gwiazda) materiał 
zapasowy o średniej gęstości elektronowej, (ER) siateczka sródplazmatyczna, (czarna 
strzałka) pęcherzyk o elektronowo gęstej błonie komórkowej, (biała strzałka) 
kłaczkowaty materiał na budowę chorionu; TEM; skala = 0,37µm 
B. na zdjęciu widoczny (o) fragment oocytu, (czerwona strzałka) ściana jajnika, (biała 






Film 4. Osobnik H. exemplaris na końcowym etapie oogenezy. Widoczne olbrzymie oocyty, 
trofocyty skupione między oocytami. Znakowanie kropli lipidowych w oocytach, trofocytach 
oraz ciałakch spichrzowych odczynnikiem BODIPY 483/503 (zielone sygnały), jądra 


































Fot. 45. Żółtko gromadzone w oocytach na zaawansowanym etpaie oogenezy;  
A. Detekcja lipidów, na zdjęciu widoczne (czarna strzałka) lipidy, Sudan Czarny B; 
mikroskop świetlny; skala = 19,8µm 
B. Detekcja polisacharydów, na zdjęciu widoczne (czarna strzałka) polisacharydy, metoda 
PAS; mikroskop świetlny; skala = 20,4µm 
C. Detekcja ciał białkowych, (czarna strzałka) ciała białkowe; metoda Bonhag’a, mikroskop 


































Fot. 46. Osobnik H. exemplaris na etapie zaawansowanej oogenezy; detekcja kropli 
lipidowych odczynnikiem BODIPY 483/503 oraz DNA odczynnikiem DAPI; 
A. na zdjęciu widoczne (strzałka) krople lipidowe (zielony sygnał), jądra komórkowe 



































Fot. 47. Fragment jajnika H. exemplaris na zaawansowanym etapie oogenezy, tuż przed 
owipozycją;  
A. na zdjęciu widoczne czerwone sygnały z komórek podlegających apoptozie oraz niebieskie 


































Fot. 48. Ciałka spichrzowe H. exemplaris na początkowych etapach oogenezy;  
A. na zdjęciu widoczne (nu) jąderko, (n) jądro komórkowe, (m) mitochondrium, (rv) materiał 
zapasowy; TEM; skala = 0,53µm 
B. na zdjęciu widoczne (nu) jąderko, (n) jądro komórkowe, (m) mitochondrium, (rv) materiał 




















Fot. 49. Ciałko spichrzowe H. exemplaris na etapie witelogenezy;  
A. na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko komórkowe, (m) 
mitochondrium, (rv1) materiał zapasowy heterogenny, (rv2) materiał zapasowy o 
małej gęstości elektronowej, (strzałka) materiał zapasowy o średniej gęstości 


































Fot. 50. Ciałko spichrzowe H. exemplaris na etapie późnej witelogenezy;  
A. na zdjęciu widoczne (n) jądro komórkowe, (nu) jąderko komórkowe, (*) wakuola 
jąderkowa, (m) mitochondrium, (rv1) materiał zapasowy heterogenny, (rv2) materiał 
zapasowy o średniej gęstości elektronowej, (strzałka) materiał zapasowy o dużej gęstości 









Fot. 51. Materiał zapasowy gromadzony na terenie ciałek spichrzowych H. exemplaris;  
A. Detekcja polisacharydów, na zdjęciu widoczne (czarna strzałka) polisacharydy; metoda 
PAS, mikroskop świetlny; skala = 21,6µm 
B. Detekcja ciał białkowych, (czarna strzałka) ciała białkowe, metoda Bonhag’a mikroskop 
świetlny; skala = 18µm 
C. Detekcja lipidów, (czarna strzałka) lipidy, Sudan Czarny B, mikroskop świetlny, skala = 
12,6µm 
D. Detekcja kropli lipidowych odczynnikiem BODIPY 483/503 oraz DNA odczynnikiem 
DAPI; (czarna strzałka) (zielone sygnały) krople lipidowe, (niebieskie sygnały) jądra 
komórkowe, mikroskop konfokalny; skala = 10,8µm 
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